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Das Körpergewicht und die Nahrungsaufnahme werden unter anderem vom Hypothalamus reguliert. 
Dort werden Hormonelle Signale der Peripherie und neuronale Signale integriert. Die G-Protein 
gekoppelten Melanocortinrezeptoren 3 und 4 (MC3R und MC4R) werden von ihren Agonisten, den 
Melanocortinen aktiviert und durch den inversen Agonisten/Antagonisten Agouti-Related Peptide 
(AgRP) inaktiviert. Als weiterer Downstream-Mediatoren der MC4R-Aktivierung wurden kürzlich Brain 
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) und dessen Rezeptor TrkB (Tropomyosin-Related –Kinase) 
identifiziert. Mutationen im MC4R gelten als häufigste monogenetische Ursache für Adipositas. Da 
viele dieser Mutationen aber in vitro funktionell nicht relevant sind, wurde ein Amosäurevergleich von 
orthologen MC4R aus 70 verschiedenen Spezies erstellt. Funktionsverlustmutationen waren häufiger 
an koservierten Positionen, während Mutationen ohne Effekt  überwiegend an schwach konservierten 
Positionen zu finden waren. Funktionelle Charakterisierung der von in Mausmodellen identifizierten 
Punktmutationen I194F und Y302C ergaben eine gute in-vivo/in-vitro Korrelation. Desweiteren wurden 
in der Normalbevölkerung in normalgewichtigen Personen  identifizierte MC4R-Punktmutationen 
funktionell charakterisiert. Die Mutationen R7C, A70T, T112K, Q156R, M200V, V166I und R236H 
hatten keinen Effekt auf die Rezeptorfunktion, die H158R. Mutation zeigte eine hohe Basalaktivität, die 
aber durch AgRP erniedrigt werden konnte. Die in adipösen Patienten gefundenen Mutationen S136F 
und S139R wiesen einen kompletten Funktionsverlust auf, erstere verursachte zudem sogar einen 
dominant-negativen Effekt bei Koexpression mit dem Wildtyprezeptor. Für den MC3R wurde das zum 
Translationsstart bevorzugte Startcodon identifiziert. Für die Rezeptortyrosinkinase TrkB konnte in 
Hefe-2-Hybridscreens der neue Interaktionspartner Sept3 identifiziert werden. Dieses Protein bindet 
phosphorylierungsunabhängig  an die intrazelluläre Juxtamembrandomäne. 
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Bodyweight and food intake are regulated by the hypothalamus which integrates peripheral 
hormonal and neural signals. The G-protein-coupled melanocortin-receptors 3 and 4 (MC3R and 
MC4R) are activated by melanocortins or inhibited by agouti-related pepetide (AgRP) and signal 
via the cAMP pathway. Brain-derived neurotrophic Factor (BDNF) was recently shown to signal 
downstream the MC4R via its receptor TrkB (tropomyosin-related kinase). Mutations in the MC4R 
are the most common cause of monogenetic obesity. However, many of these mutations are not 
functionally relevant in vitro. Here, an amino acid alignment of orthologous MC4R from over 70 
species was used to evaluate reported mutations. Loss-of-function mutations were predominantly 
located at highly conserved positions whereas mutations without effect were located at non-
conserved positions. Functional characterization of MC4R point mutations I194F (partial loss of 
function) and Y302C (complete loss of function) identified in mouse models showed good in 
vitro/in vivo correlation. Furthermore mutations found in normal weight persons were 
characterized: R7C, A70T, T112K, Q156K, M200V, V166I and R236H had no effect on receptor 
function in vitro, whereas the H158R Mutation showed high constitutive activity, which however 
could be diminished by AgRP. The mutations S136F and S139F identified in obese patients were 
characterized as complete loss-of-function mutations, the former additionally caused a dominant-
negative effect on wildtype MC4R in vitro. For the MC3R the preferred start-codon for initiation of 
translation was identified. For TrkB Sept3 could be identified as a new interaction partner in a 
yeast-2-hybrid screen. This Protein belonging to the septin family binds to the intracellular 
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1. Einleitung 
1.1. Adipositas als Krankheit 
Adipositas wird heute als eine chronische Gesundheitsstörung verstanden, die durch eine übermäßige 
Ansammlung von Fettgewebe im Körper gekennzeichnet ist, und die mit einer hohen Begleit- und 
Folgemorbidität einher geht (World Health Organization, 2000). Übergewicht und Adipositas 
resultieren aus einer Störung des Energiehaushaltes. Wird mit der Nahrung mehr Energie 
aufgenommen als verbraucht wird, lagert sich die unverbrauchte Energie in Form von Körperfett an. 
Schätzungen haben ergeben, dass weltweit mittlerweile 1,1 Milliarden Menschen übergewichtig und 
312 Millionen Menschen adipös sind (James et al., 2004). Das gebräuchlichste Maß zur Bestimmung 
der Adipositas ist der Body-Mass-Index (BMI), der aus dem Körpergewicht in Kilogramm dividiert 
durch das Quadrat der Körpergröße in Metern errechnet wird. Erwachsene gelten bei einem BMI 
zwischen 18,5–24,9 kg/m2 als normalgewichtig, bei einem BMI von 25,0-29,9 kg/m2 als übergewichtig, 
bei einem BMI von 30,0-39,9 kg/m2 als adipös und ab einem BMI von ≥40 kg/m2 als extrem adipös 
(World Health Organization, 2000). In den USA hat sich der Anteil der adipösen Erwachsenen in den 
letzten 40 Jahren mehr als verdoppelt und lag 2002 bei 27,6% bei Männern bzw. bei 33,2% bei 
Frauen (Flegal et al., 2002). In Deutschland stieg die Prävalenz der Adipositas bei erwachsenen 
Männern in den Jahren 1985-2002 von 16,2% auf 22,5% und bei erwachsenen Frauen von 16,2% auf 
23,3% (Helmert und Strube, 2004). Zur Bestimmung der Adipositas von Kindern und Jugendlichen 
werden zur Berücksichtigung des Geschlechts und Alters die als Referenzdaten aufgestellten 
Perzentilkurven verwendet (Kromeyer-Hauschild et al., 2001). Hier ist ein BMI, der über der 90. 
Perzentile liegt, als Übergewicht, ein BMI über der 97. Perzentile als Adipositas festgelegt. Dabei 
bedeutet ein BMI auf der 90. Perzentile, dass 90% der alters- und geschlechtsangepassten 
Referenzpopulation einen geringeren BMI aufweisen. Aktuelle Daten aus Deutschland besagen, dass 
15% der 3-17 Jährigen übergewichtig und 6,3% adipös sind (Kurth und Schaffrath Rosario, 2007). 
Das entspricht einer Anzahl von fast 1,9 Millionen übergewichtigen Kindern in Deutschland. Adipositas 
ist nicht nur ein ästhetisches Problem sondern zieht auch eine ganze Reihe von Folgeerkrankungen 
wie z.B. Diabetes mellitus Typ II, Cholelithiasis, Hypertonie und koronare Herzerkrankungen mit sich 
(Kopelman, 2000). Besonders Adipositas im Jugendalter führte entsprechend einer norwegischen 
Studie nach 32 Jahren zu einer 80-100% erhöhten Mortalität (Engeland et al., 2003). Da BMI-Werte 
weltweit in kurzer Zeit angestiegen sind, hat Adipositas mittlerweile den Status einer Epidemie. 
Neben Umweltfaktoren wie z.B. dem sozioökonomischen Status, dem erleichterten Zugriff auf 
hochkalorische Nahrung und verminderter Bewegung liegen der Adipositas auch genetische Ursachen 
zugrunde. Studien mit getrennt voneinander aufgewachsenen Zwillingen schätzen die Heritabilität des 
BMIs auf 50-70% (Allison et al., 1996) oder 77-84% (Stunkard et al., 1986). Adipositas ist ein 
polygenetischer Phänotyp. Bisher wurden in 61 genomweiten Linkage-Analysen 253 Quantitative Trait 
Loci identifiziert und in 127 Kandidatengenen wurden genetische Varianten gefunden (Yang et al., 
2007). Darunter sind vor allem Gene zu finden, die an der Differenzierung von Adipozyten, am 
Energiemetabolismus oder der Thermogenese beteiligt sind, sowie einige inflammatorische Zytokine. 
Eine weitere Gruppe von Genen ist Teil des Leptin- Melanocortin-Signalweges, welcher einen 
Regelkreis zwischen Adipozyten und dem Hypothalamus im Gehirn darstellt. 
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1.2. Übersicht über die hypothalamische Gewichtsregulation 
Der Hypothalamus gilt als Integrator verschiedener peripherer, endokriner Signale, die für die 
Energiehomöostase eine Rolle spielen. Schon seit der Mitte des letzten Jahrhunderts ist bekannt, 
dass bilaterale Läsionen von hypothalamischen Kerngebieten die Menge der aufgenommenen 
Nahrung beeinflussen (Anand und Brobeck, 1951; Hetherington und Ranson, 1940). Besonders der 
Nucleus arcuatus, der sich unterhalb und neben dem dritten Ventrikel befindet und an der Eminentia 
mediana gelegen ist, empfängt Signale von außerhalb der Blut-Hirn-Schranke. Hormone wie Leptin, 
Insulin und Ghrelin regulieren die Expression von Neuropeptiden in zwei Subpopulationen von 
Neuronen des Nucleus arcuatus (Abb.1). Als anorexigenes Prohormon wird POMC (Pro-
Opiomelanocortin) gebildet, aus dem nach proteolytischer Spaltung u.a. die Melanocortine α- und β-
MSH entstehen. Diese aktivieren Melanocortin-4-Rezeptoren (MC4R) in Neuronen z.B. des Nucleus 
paraventrikularis, was zur Verringerung der Nahrungsaufnahme führt. Mögliche Mediatoren dieses 
anorexigenen Signals sind das Neurotrophin BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) und dessen 
Rezeptor TrkB (Xu et al., 2003). 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung von an der hypothalamischen Gewichtsregulation 
beteiligten Neuronen, Peptiden und Rezeptoren. Die peripheren Hormone Leptin und Insulin 
stimulieren POMC exprimierende Neuronen (grün) und inhibieren AgRP exprimierende Neuronen 
(rot), das Hormon Ghrelin stimuliert AgRP-Neuronen im Nucleus arcuatus. POMC-Produkte 
stimulieren, AgRP inhibiert MC4-Rezeptoren in Neuronen z.B. des Nucleus paraventricularis (PVN). 
Gleichzeitig werden in den POMC und AgRP Neuronen exprimierte MC3-Rezeptoren aktiviert bzw. 
inhibiert. Das in den AgRP-Neuronen coexprimierte NPY stimuliert NPY1-Rezeptoren sowohl im 
Nucleus arcuatus als auch im Nucleus paraventricularis. Bei Stimulation des MC4R wird im 
ventromedialen Hypothalamus (VMH) die Expression von BDNF angeregt (gelb). Ob dieses direkt 
durch Aktivierung von im VMH exprimierten MC4R geschieht oder über weitere Mediatoren verläuft, ist 
nicht bekannt. BDNF aktiviert seinen Rezeptor TrkB in Neuronen im PVN und lateralen sowie 
dorsomedialen Hypothalamus (blau). 
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Die andere Subpopulation der Neuronen des Nucleus arcuatus bildet die orexigenen Peptide 
Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-Related-Peptide (AgRP). NPY aktiviert entsprechende Rezeptoren 
u.a. im Nucleus paraventrikularis, während AgRP Melanocortinrezeptoren hemmt. Die beiden 
Neuronenpopulationen des Nucleus arcuatus beeinflussen sich außerdem gegenseitig, da sie selbst 
Rezeptoren für diese Neuropeptide exprimieren. Die einzelnen Elemente dieses Regelmechanismus 
werden in den folgenden Abschnitten erläutert. 
 
1.2.1. Leptin 
Das von peripherem Fettgewebe gebildete Hormon Leptin aktiviert Neuronen des Nucleus arcuatus. 
Die lange Form des Leptinrezeptors wird im Hypothalamus unter anderem im Nucleus arcuatus und 
im Nucleus ventromedialis exprimiert (Elmquist et al., 1998). Der Leptinrezeptor (Ob-Rb oder LepR) 
gehört zur Klasse der Cytokinrezeptoren und transduziert das Signal über den JAK-STAT-Signalweg. 
Im Nucleus arcuatus befinden sich zwei verschiedene Neuronenpopulationen, von denen eine das 
Prohormon POMC, die andere den Melanocortinrezeptor-Antagonisten AgRP exprimieren. Wird der 
Leptinrezeptor aktiviert, kommt es zu einer erhöhten Expression von POMC (Schwartz et al., 1997) 
Dieses wird durch die Phosphorylierung von Signal Tranducer and Activator of Transcription 3 
(STAT3) durch den Leptinrezeptor in Neuronen des Nucleus arcautus vermittelt. Aktiviertes STAT3 
bindet dann direkt an den POMC-Promotor und induziert die POMC Expression (Münzberg et al., 
2003). Leptin aktiviert POMC-Neuronen außerdem direkt durch über einen unspezifischen 
Kationenkanal vermittelte Depolarisation, was zu einer Ausschüttung der POMC-Spaltprodukte an den 
Synapsen führt (Cowley et al., 2001). POMC-Neuronen des Nucleus arcuatus coexprimieren CART 
(Cocaine and Amphetamine Regulated Transkript) (Elias et al., 1999), während in AgRP-Neuronen 
Neuropeptid Y (NPY) coexprimiert ist (Hahn et al, 1998). Im Gegensatz zu den POMC-Neuronen 
werden NPY/AgRP-Neuronen durch Leptin inhibiert. Ein wichtiger Signalweg scheint hierbei durch die 
Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K) vermittelt zu werden, da deren Hemmung den inhibitorischen 
Effekt von Leptin verringert (Morrison et al., 2005).  
1.2.2. Mausmodelle und Patienten mit Leptin oder Leptinrezeptordefekten 
Das Leptin-Gen ist in adipösen und hyperphagen ob/ob-Mäusen nicht funktionsfähig (Zhang et al., 
1994). Wird diesen ob/ob-Mäusen rekombinantes Leptin injiziert, verringert sich die 
Nahrungsaufnahme und damit auch das Körpergewicht (Halaas et al., 1995). Auch bei adipösen 
Patienten wurden bereits, wenngleich auch extrem selten, Fälle eines inaktiven Leptin-Gens 
identifiziert. Die betroffenen Patienten leiden analog zum Mausmodell an extremer Adipositas, die 
hauptsächlich durch Hyperphagie verursacht ist (Montague et al., 1997). Auch bei diesen Patienten ist 
es möglich, durch Leptininjektion der Hyperphagie entgegen zu wirken (Farooqi et al., 2002). 
 
Adipöse db/db Mäuse besitzen eine im für den Leptinrezeptor codierenden Ob-R-Gen gelegene 
Splicemutation, die ein Fehlen der intrazellulären Domäne des Rezeptorproteins verursacht (Lee et 
al., 1996). Im Menschen wurde bisher nur eine Familie mit homozygoten Mutationen im Leptin-
Rezeptor-Gen identifiziert. Zusätzlich zu schwerer Adiopositas und Hyperphagie, die schon in den 
ersten Lebensmonaten einsetzt, weisen die betroffenen Patienten ein verringertes Wachstum, niedrige 
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GH sowie IGF-I und IGF-BP3 Spiegel und einen verzögerten Pupertätsbeginn auf (Clement et al., 
1998). 
1.2.3. Ghrelin 
Ein weiteres peripheres Hormon, das die Aktivität der NPY/AgRP-Neuronen beeinflusst, ist Ghrelin. 
Ghrelin ist ein 28 Aminosäuren langes, am Serin an Position 3 octanoyliertes Peptid und wird von 
endokrinen Zellen des Magenepithels gebildet (Kojima, 1999). Die Ghrelinplasmakonzentration steigt 
bei Nahrungsmangel bis kurz vor Beginn einer Mahlzeit an und fällt nach der Mahlzeit wieder ab. Der 
Ghrelinspiegel korreliert negativ mit der Körpermasse, ist bei adipösen Patienten niedrig und steigt 
nach einer Diät an (Tschöp et al., 2001). Der endogene Rezeptor für Ghrelin war schon lange vor der 
Entdeckung des Ghrelins selbst als Rezeptor für Wachstumshormon (GH) aus der Hypophyse 
freisetzende synthetische Substanzen bekannt und wurde daher Growth-Hormone-Secretagogue-
Rezeptor (GHSR) genannt (Howard et al., 1996). Dieser Gαq koppelnde G-Protein gekoppelte 
Rezeptor (GPCR) ist mit NPY in Neuronen des Nucleus arcuatus coexprimiert (Willesen et al., 1999). 
Bei intracerbroventrikulärer Injektion von Ghrelin konnte eine Zunahme der im Nucleus arcuatus 
gebildeten NPY-mRNA und eine dosisabhängiges Ansteigen der Nahrungsaufnahme gezeigt werden 
(Shintani et al., 2001).  
1.2.4. Insulin 
Ein drittes Hormon, das die Neuronen des Nucleus arcuatus aktiviert, ist das in den Betazellen des 
Pankreas gebildete Insulin. Neben seinen peripheren Wirkungen auf die Glukoseaufnahme in Muskeln 
und Leber wird Insulin über die Blut-Hirn-Schranke transportiert und aktiviert dort den stark 
exprimierten Insulinrezeptor (IR). Das Ausschalten der gehirnspezifischen Expression des IR-Gens in 
Mäusen führt zu Hyperphagie und Adipositas und hat außerdem Auswirkungen auf die LH-Produktion. 
Letzteres hat Störungen der Spermatogenese bzw. der Follikelreifung zur Folge (Brüning et al., 2000). 
Wird Insulin direkt in den Hypothalamus injiziert, supprimiert es die Nahrungsaufnahme und führt 
dadurch zu einer Reduktion des Körpergewichtes (McGowan et al., 1993). Im Nucleus arcuatus 
hemmt Insulin wie Leptin die Expression von NPY und stimuliert die Expression von POMC (Schwartz 
et al., 1992 und Bernoit et al., 2002). In beiden Neuronenpopulationen sind Insulinrezeptoren 
exprimiert. Der anorexigene Effekt von intracerebroventrikularer Insulingabe kann durch eine 
gleichzeitige Injektion des Melanocortinrezeptorantagonisten SHU-9119 verhindert werden. Die 
Signalwege des Leptinrezeptors und des IR, der zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen gehört, laufen 
in hypothalamischen Neuronen zusammen. Der aktivierte Insulinrezeptor aktiviert das Insulin- 
Rezeptor-Substrat(IRS)-Protein, das wiederum die PI3K aktiviert, wodurch es zur Bildung von 
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat und schließlich zur Aktivierung der Proteinkinase B (PKB oder 
Akt) kommt (Taniguchi et al., 2006). 
1.2.5. Neuropeptid Y 
Ein wichtiger in Neuronen des Nucleus arcuatus von peripheren Hormonen regulierter 
Neurotransmitter ist das Neuropeptid Y (NPY). NPY ist im Cortex, im Hippocampus, im Hinterhirn und 
im Hypothalamus – dort vor allem im Nucleus arcuatus – exprimiert (Chronwall et al., 1985). In 
leptindefizienten und adipösen ob/ob-Mäusen ist die NPY-mRNA im Hypothalamus erhöht (Wilding et 
al., 1993). Intracerebroventrikuläre Injektion von NPY erhöht die Nahrungsaufnahme (Clark et al., 
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1985). Dieser orexigene Effekt wird hauptsächlich von zwei der sechs NPY-Rezeptoren, NPY1R und 
NPY5R vermittelt .  
1.2.6. Weitere Regulationsmechanismen der Neuronen des Nucleus arcuatus 
Kürzlich konnte außerdem gezeigt werden, dass POMC-Neuronen direkt durch Glukose über einen 
ähnlich dem in der pankreatischen Betazelle ablaufenden Mechanismus, bei dem der durch ATP 
aktivierte Kaliumkanal Kir6.1 eine Schlüsselrolle spielt, depolarisiert werden können und POMC-
Spaltprodukte sezernieren (Parton et al., 2007). Eine bemerkenswerte Eigenschaft der leptinsensitiven 
Neuronen des Nucleus arcuatus wurde 2004 von Pinto und Mitarbeitern beschrieben: POMC- und 
NPY-Neuronen von ob/ob Mäusen wiesen verglichen mit Neuronen von WT-Mäusen ein anderes 
Verhältnis von erregenden zu inhibitorischen Synapsen auf. Durch Leptingabe konnte der 
Normalzustand innerhalb weniger Stunden wieder hergestellt werden. Diese Arbeit zeigt eindrucksvoll 
die Plastizität der hypothalamischen Neuronen.  
 
1.3. Das Melanocortinsystem 
1.3.1. Prozessierung von Pro-Opiomelanocortin zu Melanocortinen 
Das in den Neuronen des hypothalamischen Nucleus arcuatus exprimierte Prohormon POMC wird 
über eine Reihe von proteolytischen Reaktionen zum adrenocorticotrophen Hormon (ACTH), α-, β- 
und γ-MSH prozessiert (Abb. 2). Das POMC-Gen codiert ein 32 kDa großes Precursor-Protein, 
welches neben der für die Sekretion nötigen Signalsequenz folgende drei Hauptregionen enthält : 1) 
die aminoterminale, das γ-MSH beinhaltende Region, 2) die mittlere ACTH-Region, die im 
Hypothalamus zu α-MSH weiterprozessiert wird und 3) die carboxyterminale β-Lipotrophin (β-LPH)-
Region , die zu β-MSH und β-Endorphin (β-END), einem bei der Schmerzempfindung eine Rolle 
spielenden Hormon, prozessiert wird. Das Signalpeptid leitet das komplette POMC aus dem 
endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Apparat von dem aus es in sekretorischen Vesikeln zur 
Plasmamembran transportiert wird. In diesen Vesikeln findet die Spaltung durch 
Prohormonconvertasen (PCs), einer Familie der Serinproteasen, statt. Im Gegensatz zum 
Hypothalamus wird die Prohormonconvertase 2 (PC2) im Hypophysenvorderlappen nicht exprimiert. 
Das hat zur Folge, dass dort N-POC, ACTH und β-LPH die Endprodukte des Spaltprozesses sind. Im 
Hypothalamus hingegen wird vom ACTH von der PC2 das Corticotrophin-Like-Intermediate-Lobe-
Peptide (CLIP) abgespalten. Die übrigen N-terminalen 17 Aminosäuren werden von der 
Carboxypeptidase E (CPE) und von der Peptidyl-α-amidating Monooxygenase (PAM) zu Desacetyl-α-
MSH (DA-α-MSH) weiterverarbeitet. CPE spaltet einige basische Aminosäuren vom C-Terminus des 
ACTH 1-17 ab. Danach wird das Peptid durch PAM amidiert. Anschließend wird das DA-α-MSH durch 
eine N-Acetyltransferase (n-AT) zum reifen Hormon α-MSH acetyliert (zusammengefasst von 
Pritchard, 2002). Prohormonconvertasen schneiden an Konsensussequenzen, die dibasische 
Aminosäuremotive enthalten. Dieses dibasische Motiv ist im POMC von Mäusen und Ratten am β-
MSH nicht vorhanden. Daher wird vermutet, dass in Nagern kein β-MSH prozessiert wird. α- β- und γ- 
MSH besitzen eine identische Aminosäure-Kernsequenz (Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp). Neben den 
natürlichen Agonisten existieren weitere synthetische, hochpotente Agonisten. Am weitesten verbreitet 
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sind die Derivate NDP-α-MSH ([Nle4, D-Phe7]-α-MSH) und MTII (Ac-Nle-cyclo[-Asp-His-D-Phe-Arg-
Trp-Lys-NH2]) (Sawyer et al., 1980; Hadley et al., 1998) 
 
Abbildung 2: Prozessierung des Pro-Opiomelanocortin durch Prohormonconvertasen in seine 
Endprodukte. Das Prohormon POMC wird durch eine Reihe von proteolytischen Reaktionen zu 
seinen Endprodukten α-MSH, β-MSH, γ-MSH prozessiert. ACTH: Adrenocorticotrophes Hormon, LPH: 
Lipotrophin, N-POC: N-Terminales Fragment des POMC, JP: Junction Peptide, CLIP: Corticotrophin-
Like-Intermediate-Lobe-Peptide, END: Endorphin, MSH: Melanozyten-Stimulierendes Hormon, PC: 




1.3.2. Die Melanocortinrezeptoren 
In Vertebraten sind fünf verschiedene Melanocortinrezeptoren bekannt, die sich in Expression, 
Ligandenaffinität, zentraler und peripherer Funktion unterscheiden. Alle Melanocortinrezeptoren 
gehören zur Gruppe der siebentransmembranären G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und 
aktivieren über das Gαs-Protein die Adenylylcyclase, was wiederum zur Bildung von cAMP (zyklisches 
Adenosinmonophosphat) führt. Der MC1R wird in den Melanozyten und in verschiedenen anderen 
peripheren Geweben exprimiert und stimuliert die Bildung des Farbstoffes Eumelanin. Ist der MC1R 
defekt, wird verstärkt der rötliche Farbstoff Pheomelanin gebildet. Der MC1R wird durch α-MSH und 
ACTH, β-MSH, in einem geringeren Maße auch durch γ-MSH aktiviert und besitzt eine vergleichbar 
hohe Basalaktivität (Suzuki et al., 1996). Der MC2R oder ACTH-Rezeptor wird in der 
Nebennierenrinde exprimiert und nur durch ACTH aktiviert (Schiöth et al., 1996a). Die Aktivierung des 
MC2R stimuliert die Glucocortikoidsynthese (Buckley und Ramachandran, 1981). Der MC5R ist in 
vielen peripheren Geweben sowie im Gehirn exprimiert und bindet alle vier Liganden (Labbé et al., 
1994). Knockout des MC5R-Gens führt bei Mäusen zu einer Unterfunktion von exokrinen Drüsen und 
somit zu einer verringerten Talgproduktion (Chen et al., 1997). In der hypothalamischen 
Gewichtsregulation spielen vor allem der MC3R und der MC4R eine Rolle. Der MC4R wird im 
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Hypothalamus vor allem im Nucleus paraventrikularis (PVN) exprimiert, zu dem sowohl die POMC-
Neuronen als auch die AgRP-Neuronen projizieren. An den MC4R binden gleichermaßen α- und β-
MSH sowie in geringerem Maße γ-MSH und ACTH (Schiöth et al., 1996b). 
1.3.3. Mutationen im POMC und in der PC1 
Patienten, die von einer homozygoten, vollständigen Funktionsverlustmutation im POMC-Gen oder 
von einer compound heterozygoten Deletion und Punktmutation im α-MSH betroffen sind, weisen 
daher durch fehlende MC1R Aktivierung rote Haare, durch fehlende MC2R Aktivierung adrenale 
Insuffizienz und durch fehlende MC4R/MC3R Aktivierung schwere frühmanifeste Adipositas auf 
(Krude et al., 1998). Einen analogen Phänotyp weisen auch Mäuse auf, deren POMC Gen deletiert 
wurde (Yaswen et al., 1999). Eine heterozygote, inaktivierende Punktmutation im für β-MSH 
codierenden Teil des POMC-Gens verursacht hingegen nur Adipositas, was zeigt, dass β-MSH eine 
Rolle für die Gewichtsregulation spielt (Biebermann et al., 2006; Lee et al., 2006). Auch der Verlust 
einer funktionsfähigen Prohormonconvertase 1 kann im Menschen unter Begleitung von 
verschiedenen anderen Symptomen zu Adipositas führen. Hierbei spielt sicherlich die fehlende 
Prozessierung des POMCs eine Rolle, allerdings werden auch viele andere Prohormone durch die 
PC1 prozessiert (Jackson et al., 2003).  
1.3.4. Die Melanocortinrezeptor-Antagonisten Agouti und Agouti-Related-Peptide (AgRP)  
Das peripher exprimierte Peptid Agouti und das zentral exprimierte Homolog AgRP wirken als 
endogene Antagonisten am MC1R, MC2R, MC4R und MC5R bzw. am MC3R und am MC4R. Für 
AgRP konnte außerdem ein inverser Agonismus am MC4R und MC3R gezeigt werden, da sie die 
Basalaktivität dieser Rezeptoren dosisabhängig senken können (Nijenhus et al., 2001). Ein 
Mausmodell für die Wirkung des Agoutiproteins ist schon seit Anfang des letzten Jahrhunderts 
bekannt. Danforth berichtete 1927 von einer Mauslinie mit gelbem Fell und Adipositas, deren 
homozygote Nachkommen nicht lebensfähig waren. Die genetische Ursache für diesen Phänotyp, der 
als Lethal Yellow (Ay) bezeichnet wurde, konnte erst Jahre später aufgeklärt werden. Ay-Mäuse 
weisen eine 170 kb-Deletion auf, bei der der Promotor und das erste nicht kodierende Exon des 
ubiquitär exprimierten Gens Raly vor dem 3’-Ende des Agouti Gens lokalisiert sind (Michaud et al., 
1994). Dadurch wird das sonst nur in Melanozyten kontrolliert exprimierte Agouti konstitutiv und 
ubiquitär exprimiert und kann in den Melanozyten den MC1R hemmen, was zu einer gelben Fellfarbe 
führt. Außerdem ist Agouti nun auch im Gehirn exprimiert und kann antagonistisch am MC4R wirken, 
was wiederum die Adipositas der Ay-Mäuse erklärt. Das Fehlen des RNA-bindenden Proteins Raley 
erklärt die Letalität der homozygoten Ay-Mäuse (Michaud et al., 1993). AgRP wirkt antagonistisch an 
MC3- und MC4Rs, jedoch nicht an den anderen Melanocortinrezeptoren. Daher besitzen transgene 
Mäuse, die AgRP unter der Kontrolle des β-Actin Promoters überexprimieren, nur den 
hyperphagischen und adipösen Phänotyp bei normaler Fellfarbe (Ollmann et al., 1997). 
Intracerebroventrikuläre Injektion eines carboxyterminalen Fragments des AgRP erhöht die 
Nahrungsaufnahme in Mäusen auch nach Injektion von MC4R Agonisten (Rossi et al., 1998) und wirkt 
somit orexigen. Im Gegensatz zum erwarteten dünnen oder hypophagen Phänotyp weisen weder 
AgRP-knockout-Mäuse und NPY-knockout-Mäuse noch aus diesen beiden Stämmen gezüchtete 
doppelknockout-Mäuse einen bemerkenswerten Phänotyp auf (Qian et al., 2002). Erst im Alter wird 
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ein Effekt des fehlenden AgRP deutlich: Im Alter von sechs Monaten sind die knockout-Mäuse deutlich 
leichter als die WT-Tiere, was aber nicht an einer verminderten Nahrungsaufnahme liegt, sondern 
vielmehr an einem erhöhten Energieverbrauch, der wiederum durch eine Aktivierung der 
Schilddrüsenachse über eine im Hypothalamus erhöhte TRH-Expression verursacht wird (Wortley et 
al., 2005). Durch transgene Expression des Diphterietoxin-Rezeptors in AgRP-Neuronen konnten 
diese zu verschiedenen Zeitpunkten durch Diphteritoxininjektion entfernt werden. Es zeigten sich bei 
neonataler Entfernung der Neuronen nur geringe Effekte auf die Nahrungsaufnahme. Mäuse 
hingegen, deren AgRP-Neuronen erst im Erwachsenenalter entfernt wurden, wiesen eine stark 
verminderte Nahrungsaufnahme auf, wodurch die Mäuse letztlich verhungerten (Luquet et al., 2005). 
Im Menschen wurden bereits zwei Polymorphismen im AgRP mit verringerter Energieaufnahme bzw. 
mit einem protektiven Effekt vor Adipositas assoziiert. Ein SNP (Single Nucleotide Polymorphism) in 
der kodierenden Region verursacht einen Aminosäureaustausch von Alanin nach Threonin (Loos et 
al., 2005), ein weiterer SNP im Promotor verringert dessen Aktivität (Mayfield et al., 2001).  
1.3.5. Die Rolle des MC3- und des MC4-Rezeptors 
POMC- und AgRP-Neuronen projizieren weitestgehend zu denselben hypothalamischen Arealen 
(Bagnol et al., 1999). In der gleichen Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass MC3-Rezeptoren im 
Nucleus arcuatus sowohl in POMC- als auch in AgRP/NPY-Neuronen exprimiert werden. Außerdem 
gibt es im Nucleus arcuatus AgRP-immunoreaktive Synapsen, die an POMC-immunoreaktiven 
Zellkörpern lokalisiert sind. Man geht daher davon aus, dass hier ein inhibitorischer Regelkreis 
existiert: AgRP exprimierende Neuronen hemmen durch Inhibierung von MC3-Rezeptoren die 
anorexigenen POMC Neuronen und verstärken so orexigene Signale. Der MC3R wird daher als 
inhibitorischer Autorezeptor auf POMC-Neuronen betrachtet. Während der MC3R in spezifischen 
Gehirnregionen, der Plazenta und im Darm exprimiert wird (Gantz et al., 1993a), ist die Expression 
des MC4R weitestgehend auf das Gehirn beschränkt. Dort wird der MC4R allerdings weiter verteilt 
exprimiert, z.B. in der Amygdala, im Cortex, im Hirnstamm, im Thalamus, im Rückenmark sowie im 
Hypothalamus (Gantz et al, 1993b). Der MC4R wird im Hypothalamus vor allem im Nucleus 
paraventrikularis (PVN) exprimiert. Dorthin projizieren sowohl die POMC als auch die AgRP-
Neuronen. Der Signalweg downstream des MC4Rs ist weitestgehend unbekannt. Es wurde gezeigt, 
dass einige MC4R-exprimierende PVN-Neuronen TRH exprimieren (Harris et al., 2001). Ein kürzlich 
identifizierter möglicher Mediator ist das Neurotrophin BDNF und dessen Rezeptor TrkB (siehe 
Abschnitt 1.8).  
 
1.4. MC3R und MC4R- Mutationen und Deletionen in Mensch und Maus 
1.4.1. MC4R knockout-Mäuse 
Im Jahr 1997 wurde von Huszar und Mitarbeitern eine MC4R knockout-Mauslinie erstellt. Diese 
Mäuse zeigen verglichen mit WT-Mäusen ein erhöhtes Körpergewicht beginnend von der 5 Woche an. 
Homozygote MC4R-/--Weibchen sind im Alter von 15 Wochen etwa doppelt so schwer wie die WT-
Tiere, während heterozygote MC4R+/--Weibchen ein um 50% erhöhtes Körpergewicht haben. Dieser 
intermediäre Phänotyp spricht für einen Gen-Dosis-Effekt des MC4R auf das Körpergewicht. Auch bei 
den Männchen traten ähnliche Effekte auf, allerdings war die Adipositas der heterozygoten Männchen 
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nicht ganz so ausgeprägt wie bei den Weibchen. MC4R knockout-Mäuse verhalten sich hyperphag 
und fressen etwa 50% mehr als WT-Mäuse. Eine weitere Auffälligkeit war ihr erhöhtes 
Längenwachstum: MC4R-/--Weibchen waren ca. 11%, Männchen ca. 8% länger als WT-Mäuse. Der 
MC4R-Knockout führt in Mäusen außerdem zu Hyperinsulinismus und bei Männchen zu 
Hyperglykämie. Auch die Leptinspiegel sind in männlichen und weiblichen knockout-Mäusen stark 
erhöht. Der Hyperinsulinismus setzt schon vor der Adipositas im Alter von 4 Wochen ein, eine 
Insulinresistenz tritt im Alter von 8 Wochen auf (Fan et al., 2000). Weiterführende Arbeiten zeigten, 
dass die Adipositas der MC4R-/--Mäuse nicht nur durch die erhöhte Nahrungsaufnahme verursacht 
wird, sondern dass auch metabolische Effekte eine Rolle spielen: Wird MC4R-/--Weibchen nur die 
Menge an Futter zur Verfügung gestellt, die WT-Mäuse in der gleichen Zeit fressen, werden sie zwar 
leichter als ihre Artgenossen mit freiem Zugang zum Futter, sind aber noch schwerer als die WT-Tiere 
und besitzen eine höhere Fettmasse (Ste Marie et al., 2000). Noch bevor sich die Adipositas 
manifestiert, zeigten die jungen MC4R knockout-Mäuse einen geringeren Sauerstoffverbrauch und bei 
den jungen Männchen konnte außerdem eine verringerte nächtliche Aktivität beobachtet werden. 
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Adipositas der MC4R-/--Mäuse sowohl durch eine erhöhte 
Energiezufuhr als auch durch einen verringerten Energieverbrauch verursacht wird. Dass die im 
Hypothalamus exprimierten MC4-Rezeptoren eher eine Rolle für die Nahrungsaufnahme spielen, 
konnte durch Einbau einer lox-P-Kassette in das MC4R-Gen, die dessen Expression verhindert, 
gezeigt werden (Balthasar et al., 2005). Die so genetisch modifizierten Mäuse wiesen eine Adipositas 
wie die MC4R-/--Tiere auf. Wurden diese Tiere mit Tieren gekreuzt, die die Cre-Rekombinase unter 
Kontrolle des Sim1-Promotors exprimierten, wurde die MC4R-Expression selektiv im Hypothalamus 
und in der Amygdala in der Nachkommenschaft rekonstituiert. Diese Reexpression verhinderte 60% 
der Adipositas im Vergleich mit den vollständigen knockout-Mäusen und hatte keinen Effekt auf den 
Energieverbrauch sondern nur auf die Nahrungsaufnahme. Die Mäuse, die den MC4R nur im PVN 
des Hypothalamus und in der Amygdala exprimierten, fraßen genauso viel wie die WT-Mäuse. Somit 
konnte bewiesen werden, dass der hypothalamisch exprimierte MC4R nur die Menge der 
aufgenommenen Nahrung reguliert. Für die Regulation des Energieverbrauches hingegen sind die in 
anderen Gehirnregionen (z.B. im Hirnstamm) oder in peripheren Geweben exprimierten MC4-
Rezeptoren von Bedeutung. 
1.4.2. Humane MC4R-Mutationen 
Im Menschen wurde zunächst eine heterozygote, einen Frameshift verursachende 4-bp-Deletion im 
MC4R-Gen entdeckt, die zu Adipositas führte (Yeo et al., 1998; Vaisse et al., 1998). Der Patient war 4 
Jahre alt und lag mit seinem BMI über der 99., mit seiner Größe über der 91. Perzentile und war 
hyperphag. In den darauffolgenden Jahren wurden bei Kindern mit frühmanifester Adipositas über 60 
verschiedene, meist heterozygote Punktmutationen gefunden. Die Rate der Mutationsträger beträgt je 
nach Veröffentlichung etwa 2,5% bis maximal 6% (Farooqi et al., 2003) und ist somit die häufigste 
Ursache für monogenetische, nicht-syndromische Adipositas. Es wurden auch seltene Fälle von 
homozygoten bzw. compound heterozygoten Mutationsträgern identifiziert (Farooqi et al., 2003; 
Tarnow et al., 2003). In den Familien hatten homozygote Mutationsträger einen höheren BMI als 
heterozygote Familienmitglieder, was sich mit den Daten aus den MC4R-knockout-Experimenten in 
Mäusen deckt. Das Auftreten von Adipositas in heterozygoten Mutationsträgern sowie in 
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heterozygoten MC4R+/--Mäusen spricht für eine Haploinsuffizienz bzw. einen Gen-Dosiseffekt des 
MC4R. Bisher wurde erst eine Mutation identifiziert, die einen dominant-negativen Effekt verursachte 
(Biebermann et al., 2003). Viele der gefundenen Mutationen wurden in vitro charakterisiert, wobei sich 
herausstellte, dass es sich bei den meisten Mutationen um Funktionsverlustmutationen handelte. So 
verursacht ein Großteil der Mutationen eine Retention des Rezeptorproteins im endoplasmatischen 
Retikulum und verhindert eine für die Signalisierung notwendige Expression an der Zelloberfläche 
(Lubrano-Berthelier et al., 2003). Andere mutierte MC4Rs werden an die Oberfläche transportiert, 
können aber entweder keinen Liganden binden oder nicht an das Gαs–Protein koppeln (Biebermann 
et al., 2003). Es wurden allerdings auch inaktivierende Mutationen in normalgewichtigen Trägern 
identifiziert (Vaisse et al, 2000). Auch in den Familen von MC4R-Mutationsträgern einer französichen 
Studie findet man Mutationsträger, die nicht übergewichtig sind, sowie adipöse Familienträger, die 
keine Mutationen tragen (Dubern et al., 2001).  
 
Abbildung 3: Bisher gefundene Mutationen im humanen MC4R. Der MC4R ist als 
zweidimensionales Modell dargestellt. Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben. 
Positionen, an denen Mutationen gefunden wurden, sind nummeriert. Der Austausch sowie die 
Nummer der Position sind in der Liste rechts angegeben. Wurde die Mutation funktionell 
charakterisiert, ist das Ergebnis durch die Färbung des Kreises angezeigt. Die Quellenangaben zu 
den Mutationen befinden sich in Tabelle A1 im Anhang. Die Domänen des Rezeptors sind wie folgt 
gekennzeichnet: TM = Transmembrandomäne; ecl = extrazelluläre Schleife; icl = intrazelluläre 
Schleife. 
 
Der adipöse Phänotyp von MC4R-Mutationsträgern wird also mit einer unvollständigen Penetranz 
ausgebildet. Abbildung 3 gibt eine Übersicht über die Positionen der bisher identifizierten 
Punktmutationen im zweidimensionalen Modell des humanen MC4R und gibt das Ergebnis der 
funktionellen Charakterisierung an. Phänotypisch sind die meisten Träger von funktionell relevanten 
MC4R-Mutationen hyperphag, hyperinsulinämisch und haben eine erhöhte Fettmasse, fettfreie Masse, 
Knochendichte und Körpergröße. In einigen Studien wurden Heißhungeranfälle (binge eating) mit 
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MC4R-Mutationen assoziiert (Branson et al., 2003). Dieses konnte aber durch andere Studien 
widerlegt werden (Hebebrand et al., 2004; Lubrano-Barthelier et al., 2006). Im Gegensatz zu MC4R 
knockout-Mäusen handelt es sich beim Menschen um eine frühmanifeste Adipositas, die schon in den 
ersten Lebensmonaten auftritt und im Alter abnimmt.  
 
Bisher existieren noch keine Daten darüber, ob und in welcher Häufigkeit funktionell relevante MC4R-
Mutationen in der Normalpopulation auftreten. Da es sich bei dem Krankheitsbild der Adipositas um 
einen multifaktoriell bedingten Phänotyp handelt, ist es schwierig von den in vitro Daten einer 
funktionell charakterisierten Rezeptormutante auf den Grad der Adipositas zu schließen und 
umgekehrt. Punktmutationen in einem besser vergleichbaren in vivo System wie transgenen Mäusen 
würden aufklären, inwieweit in vitro gewonnene funktionelle Rezeptordaten und Phänotypen 
miteinander korrelieren. Die bisher identifizierten, zu Aminosäureaustauschen führenden 
Punktmutationen sind über den gesamten Rezeptor verteilt. Ein Vergleich einer hohen Anzahl von 
orthologen MC4R könnte helfen, für die Rezeptorfunktion essentielle Bereiche oder Aminosäuren zu 
identifizieren, um so eine Vorhersage für die funktionelle Relevanz von in Patienten gefundenen 
Mutationen zu treffen. 
 
1.4.3. MC3R knockout-Mäuse 
Im Jahr 2000 konnte von zwei unabhängigen Gruppen gezeigt werden, daß MC3R knockout-Mäuse 
eine um 50-60% erhöhte Fettmasse und eine reduzierte fettfreie Masse bei einem weitestgehend 
unveränderten Körpergewicht aufweisen (Butler et al., 2000 und Chen et al., 2000). Im Gegensatz zu 
MC4R knockout-Tieren verhalten sich MC3R knockout-Tiere hypophag. Die erhöhte Fettmasse kommt 
daher durch eine verbesserte Fütterungseffizienz zustande, die eine Adipozytenhypertrophie zur 
Folge hat. Die Serumwerte der Tiere deuten auf eine Hyperleptinämie und bei den Männchen 
zusätzlich auf eine milde Hyperinsulinämie hin. Die Ursache der Fettmassenerhöhung ist bis heute 
ungeklärt. Körpertemperatur und metabolische Rate waren in den knockout-Tieren unverändert und 
auch die Serumspiegel des Schilddrüsenhormons T4 und des Corticiotropin-Releasing Hormons 
wiesen keine Unterschiede zu denen der WT-Tiere auf. Allerdings konnten Butler und Mitarbeiter eine 
Erhöhung des respiratorischen Quotienten (RQ) feststellen, wenn die Tiere von normalem Futter auf 
Futter mit hohem Fettgehalt gesetzt wurden, was auf ein reduziertes Verhältnis der Fett-
/Kohlenhydrat-Oxidation hinweist. Der RQ (das Verhältnis von ausgeatmetem CO2 zu eingeatmetem 
O2) liegt bei kohlenhydratreicher Enährung bei 1, und sinkt bei fett- oder proteinreicher Ernährung 
unter 1. Außerdem konnte eine verminderte Laufradaktivität der MC3-/--Tiere gezeigt werden. Eine 
Erhöhung des Längenwachstums wie bei den MC4R-/--Tieren konnte bei den MC3-/--Tieren nicht 
beobachtet werden. Beide Gruppen berichten eher von einer Verminderung der Länge. Heterozygote 
MC3+/--Tiere wiesen keine statistisch signifikanten Veränderungen im Gewicht, der Fettmasse und bei 
den Serumwerten im Vergleich zu WT-Tieren auf. Tiere, bei denen sowohl der MC3R als auch der 
MC4R deletiert wurden, waren signifikant adipöser als MC4R-/--Tiere, was auf einen nicht redundanten 
Wirkungsmechanismus der beiden Rezeptoren schließen läßt.  
Melanotan-II (MTII), ein unselektiver und hochpotenter Melanocortinrezeptor Agonist, inhibiert bei 
intracerbroventrikularer oder intraperitonealer Gabe die Nahrungsaufnahme. Bei MC4R-/--Tieren hat 
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MTII keinen Effekt (Marsh et al., 1999), was darauf hindeutet, daß die Wirkung auf das Fressverhalten 
ausschließlich über den MC4R vermittelt wird. Chen und Mitarbeiter bestätigen diese Ergebnisse, 
indem sie zeigten, dass MTII-Administration bei MC3R-/- wie bei WT-Tieren eine verminderte 
Nahrungsaufnahme zur Folge hat. Periphere Administration von D-Trp8-γ-MSH, einem 
Melanocortinrezeptor-Agonisten, der eine 100-fach höhere Affinität zum MC3R als zu den anderen 
Melanocortinrezeptoren hat (Grieco et al., 2000), steigert hingegen die Nahrungsaufnahme in WT- und 
MC4R-/--, aber nicht in MC3R-/--Mäusen (Marks et al., 2006).  
1.4.4. Humane MC3R-Mutationen und Polymorphismen 
Das humane MC3R Gen liegt auf Chromosom 20 in der Region 20q13.2, die in Linkage-Studien mit 
hohem BMI, hoher Fettmasse und hohem Seruminsulin assoziiert wurde (Lembertas et al., 1997). 
Zwei Polymorphismen in der codierenden Region des Rezeptors, die in den Aminosäureaustauschen 
T6K im Aminoterminus und V181I in der ersten Transmembrandomäne (TM) resultieren, sind bekannt 
und kommen sowohl in adipösen Patienten als auch in normalgewichtigen Kontrollen vor. Weder in 
einem Kollektiv extrem übergewichtiger Frauen (Li et al., 2000) bzw. Frauen und Männern (Schalin-
Jantti et al., 2003) noch in einem Kollektiv von Diabetes-Typ-II-Patienten (Hani et al, 2001) oder bei 
adipösen Maori-Indianern (Wong et al., 2002) konnten diese beiden Polymorphismen mit einem 
Phänotyp assoziiert werden. Bei Kindern, die für beide Polymorphismen homozygot sind, konnte 
hingegen eine Assoziation mit frühmanifester Adipositas sowie Körperfettmasse gezeigt werden (Feng 
et al., 2005). Hier wurde auch eine eingeschränkte Funktion des doppelt mutierten Rezeptors 
(T6K/V81I) in Ligandenbindung und Signaltransduktion, sowie eine geringere Proteinexpression im 
Vergleich zum Wildtyp in vitro nachgewiesen. Diese Doppelmutante wurde bevorzugt bei 
afroamerikanischen Kindern gefunden. Eine heterozygote Mutation im MC3R, die einen Austausch 
des Isoleucins an Position 183 zu Asparagin in der zweiten extrazellulären Schleife bewirkt, wurde bei 
einem adipösen Mädchen aus Singapur entdeckt (Lee et al., 2002). Auch der adipöse Vater war 
Mutationsträger, allerdings waren auch von der Mutation nicht betroffene Familienmitglieder adipös. 
Spätere Zellkulturexperimente zeigten eine stark reduzierte Ligandenbindung und einen kompletten 
Funktionsverlust bei ligandenvermittelter cAMP-Produktion, wohingegen die einzelnen 
Polymorphismen T6K und V81I keinen Einfluß auf die Rezeptorfunktion hatten (Tao und Segaloff, 
2004). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte eine intrazelluläre Retention des I183N-Rezeptors, sowie 
einen dominant-negativen Effekt auf die Funktion des WT-Rezeptors bei Coexpression in HEK293 
Zellen (Rached et al., 2004). Gegenteiliges wurde allerdings von Tao und Segaloff beschrieben. 
Kürzlich konnten zwei neue MC3R-Mutationen bei adipösen Kindern und Jugendlichen gefunden 
werden, die die Aminosäurenaustausche Alanin zu Threonin an Position 70 und Methionin zu 
Isoleucin an Position 134 bewirken (Lee et al., 2007). Die Mutationen liegen im Aminoterminus bzw. in 
der zweiten intrazellulären Schleife und bewirken funktionell eine leichte Verringerung der 
dosisabhängigen cAMP-Antwort nach Stimulation mit α-MSH, wohingegen die Ligandenbindung nicht 
beeinträchtigt ist. In dieser Arbeit wurde auch die I183N Mutation reevaluiert. Diesmal zeigte sich 
keine Veränderung der Ligandenaffinität in Bindungsexperimenten, der vollständige Funktionsverlust 
in Bezug auf die Signaltransduktion konnte jedoch bestätigt werden. Ein dominant-negativer Effekt 
wurde auch hier nicht beobachtet. Im Vergleich zu den MC3R anderer Spezies oder zu den anderen 
humanen Melanocortinrezeptoren besitzen der humane MC3R und die MC3R von Primaten einen um 
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fast 40 Aminosäuren längeren Aminoterminus, der durch ein zusätzliches, 3’ gelegenes Start-ATG 
entsteht. Dazwischen liegt die oben erwähnte T6K-Variante. Bisher existieren allerdings keine Daten, 
ob dieses zusätzliche ATG wirklich zur Initiation der Proteintranslation verwendet wird. 
 
1.5. G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) 
1.5.1. Einteilung und Strukturmerkmale von GPCRs 
Viele anorexigene und orexigene Peptide und Neurotransmitter üben ihre Effekte über G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) aus. GPCRs stellen die größte Familie von 
Zelloberflächenrezeptoren in Vertebraten dar und werden durch eine Vielzahl von verschiedenen 
Liganden aktiviert. Im humanen Genom beträgt die Zahl von GPCRs etwa 1300, wobei ein Großteil 
davon chemosensorische GPCRs ausmacht. 367 GPCRs hingegen sind sogenannte endo-GPCRs, 
deren Ligand endogen gebildet wird (Vassilatis et al., 2003). Bei ca. 100 der endo-GPCRs ist der 
Ligand noch nicht identifiziert worden, diese Rezeptoren werden als orphane („verwaiste“) Rezeptoren 
bezeichnet. In über 30 GPCRs wurden aktivierende oder inaktivierende Mutationen gefunden, mit 
denen sich Erkrankungen im Menschen erklären lassen (Schöneberg et al., 2004). Pharmakologisch 
sind GPCRs von besonderem Interesse, da von allen auf dem Markt existierenden Medikamenten 
mehr als 30% GPCRs als Ziel haben (Wise et al., 2002). Alle GPCRs besitzen eine gemeinsame 
Grundstruktur bestehend aus einem extrazellulären Aminoterminus, sieben transmembranären α-
Helices (TM1-7) und einem intrazellulären Carboxyterminus (Baldwin, 1993; siehe Abb. 3). Die TMs 
sind durch extra- oder intrazelluläre Schleifen (oder Loops, ecl bzw icl 1-3) miteinander verbunden und 
sind – von der Cytoplasmaseite aus gesehen – kreisförmig im Uhrzeigersinn angeordnet. Aufgrund 
von Sequenzhomologien lässt sich die Familie der GPCRs in weitere Klassen unterteilen. Die dem 
Rhodopsin ähnlichen Rezeptoren, zu der auch die Melanocortinrezeptoren gehören, werden zur 
Klasse A zusammengefaßt. Rezeptoren der Klasse B sind durch einen langen extrazellulären N-
Terminus mit diversen Disulfidbrücken innerhalb dieser Domäne gekennzeichnet. Die Disulfidbrücke 
zwischen den ersten beiden extrazellulären Loops findet sich auch bei Klasse B wieder, es fehlt 
jedoch die Palmitylierungsstelle im C-Terminus. Zu Klasse B werden u.a. der Calcitonin- und der 
Glucagonrezeptor gezählt. Klasse C Rezeptoren besitzen einen noch längeren N-Terminus als Klasse 
B Rezeptoren (ca. 600 Aminosäuren) und einen langen C-Terminus. Die Disulfidbrücke zwischen dem 
1. und dem 2.ecl treten auch in dieser Familie häufig auf. Ein besonderes Merkmal der Klasse C ist 
der extrem kurze dritte intrazelluläre Loop. Die bekanntesten Vertreter der Familie C Rezeptoren sind 
Calcium-, GABA- und Glutamatrezeptoren. 
1.5.2. Aktivierung von Klasse A GPCRs 
Die Zusammensetzung der Klasse A ist sehr heterogen, aber einige Aminosäuresequenzen tauchen 
in den meisten Mitgliedern dieser Klasse auf. Beispielsweise findet man das sogenannte (D/E)RY-
Motiv (eine Asp/Glu-Arg-Tyr-Sequenz am cytoplasmatischen Ende der dritten Transmembrandomäne) 
in jedem Rezeptor der Klasse A (Probst et al., 1992). Die Interaktion des Asparagins und Arginins der 
TM3 mit einem Glutaminsäurerest im cytoplasmatischen Ende der TM6 stabilisiert die inaktive 
Rezeptorkonformation (Ballesteros et al., 2001) und wird bei Aktivierung des Rezeptors unterbrochen. 
Dieser molekulare Mechanismus wird auch als ionic lock bezeichnet. Im Rhodopsin bewirkt die 
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Aktivierung des Rezeptors eine Drehung der TM6 relativ zur TM3, was eine Öffnung des 
Transmembrankerns zur Folge hat (Farrens et al., 1996). Diese Beobachtung konnte auch auf andere 
GPCRs wie z.B. den β2-adrenergen Rezeptor (β2AR) übertragen werden (Ballesteros et al., 2001). Da 
TM6 ein hochkonserviertes Prolin aufweist, welches zu einem Knick in der Mitte der TM führt, bewirkt 
die Drehung der Helix nach Agonistenbindung eine Verschiebung des cytoplasmatischen Endes der 
Helix (Shi et al., 2002). Da GPCRs nur schwer zu kristallisieren sind, stand für Strukturanalysen bisher 
nur die Kristallstruktur des bovinen Rhodopsins zu Verfügung (Okada et al., 2000; Palczewski et al., 
2000). Erst kürzlich konnten zwei Arbeitsgruppen eine Kristallstruktur des β2AR veröffentlichen 
(Rasmussen et al., 2007; Cherezov et al., 2007). In der Kristallstruktur des im inaktiven Zustand 
kristallisierten Rhodpsins ist die Interaktion des ionic locks erkennbar. Der β2AR wurde unter 
Anwesenheit des inversen Agonisten Carbachol kristallisiert und repräsentieren somit auch eher den 
inaktiven Zustand. Allerdings weisen selbst carbacholinaktivierte β2ARs noch eine geringe Aktivität 
auf. Daher ist der Abstand des TM3 Arginins zur TM6 Glutaminsäure in der β2AR-Struktur größer als 
in der Rhodopsinstruktur. Die Kristallstrukturen zeigten auch, dass Wassermoleküle zu den 
Interaktionen der TMs beitragen. So stabilisiert ein Wassermolekül im Rhodopsin die Interaktion 
zwischen dem Asparagin des hochkonservierten D/NPXXY Motivs in TM7 und anderen TMs im 
inaktiven Zustand (Okada et al., 2002). Vereinfacht dargestellt existieren GPCRs in einem inaktiven 
(R) und aktiven (R*) Zustand. In Abwesenheit von Liganden überwiegt der inaktive Zustand, während 
der aktive Zustand durch Ligandenbindung stabilisiert wird. Inverse Agonisten stabilisieren den 
inaktiven Zustand (Deupi und Kobilka, 2007). Viele Rezeptoren der Klasse A besitzen außerdem je ein 
Cystein im 1. und im 2.ecl, die eine Disulfidbrücke zwischen diesen beiden Loops bilden und ein 
Cystein im intrazellulären C-Terminus, das eine mögliche Palmitylierungsstelle als Membrananker 
darstellt und dadurch einen vierten intrazellulären Loop bildet. Auch die Melanocortinrezeptoren 
weisen das DRY-Motiv auf und gehören somit zur Familie A, ihnen fehlt jedoch die Disulfidbrücke. Sie 
besitzen allerdings eine einzigartige Disulfidbrücke innerhalb der zweiten extrazellulären Schleife 
(Tarnow et al., 2003; Holst et al., 2002). 
 
1.6. Signaltransduktionsmechanismen von Melanocortinrezeptoren 
Es ist nicht sicher, ob die Kristallstrukturen des Rhodopsins und des β2-AR auf die 
Melanocortinrezeptoren übertragen werden können. Es wurden allerdings einige Studien zur 
Aktivierung des MC4R vor allem durch NDP-α-MSH duchgeführt. Hogan und Mitarbeiter konnten 
zeigen, dass die Isoleucine an den Positionen 125, 129 und 291 im humanen MC4R an der Bildung 
einer hydrophoben Tasche beteiligt sind (Hogan et al., 2006). I125 und I129 liegen in den extrazellulären 
Bereichen von TM3 bzw TM7, I291 liegt über dem D/NPXXY-Motiv und könnte bei Ligandenbindung 
zur Rotation von TM6 führen. Eine andere Arbeit zeigte, dass NDP-α-MSH mit D126 und H264 
interagiert (Pogozheva et al., 2005), dass aber für die Bindung von Nicht-Peptid-Liganden andere 
Aminosäuren wichtig sind. Mutagenese von von D122 und D126 in TM3, sowie F261 und H264 zu Alanin 
bewirkte eine fünffach schwächere Bindung von NDP-α-MSH an den MC4R (Yang et al., 2000). Im α-
MSH sind besonders die Aminosäuren His6, Phe7, Arg8 und Trp9 wichtig für die Rezeptorbindung und 
–aktivierung. Diese vier Aminosäuren sind in allen drei Melanocortinen zu finden. Yang und Mitarbeiter 
konnten eine Interaktion des NDP-α-MSH-Arginins mit der Asparaginsäure 122 im MC4R zeigen. Als 
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Hauptsignalweg gilt die Aktivierung von Gαs und infolgedessen Aktivierung der Adenylylcyklase, 
Bildung des sekundären Botenstoffes cAMP und Aktivierung der Proteinkinase A. Diese phosphoryliert 
unter anderem den Transkriptionsfaktor CREB. Für die funktionelle Charaktisierung von 
Melanocortinrezeptormutanten wird meist dieser Signalweg angenommen. Es konnten allerdings auch 
schon Aktivierungen von anderen Signalwegen, wie die Erhöhung intrazellulären Kalziums (Mountjoy 
et al., 2001) oder Phosphorylierung der MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) Erk1/2 über die 
PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) nachgewiesen werden (Vongs et al., 2004). 
 
1.7. Di- und Oligomerisierung von Melanocortinrezeptoren 
Di- bzw. Oligomerisierung ist eine in den letzten Jahren akzeptierte Eigenschaft der GPCRs (George 
et al., 2004; Bouvier 2001). Zwar wurde kürzlich für Rhodopsin und für den β2-AR gezeigt, dass ein 
GPCR-Monomer für die Signaltransduktion ausreicht (Whorton et al., 2007 & 2008), allerdings konnte 
mittels Rasterkraftmikroskopie die Existenz von Rhodopsindimeren in nativen murinen Membranen 
gezeigt werden (Fotiadis et al., 2003). Mittels immunologischer und biopyhsikalischer Methoden wie 
Biolumineszenz- bzw Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (BRET bzw. FRET) konnte die 
Oliogomerisierung von Melanocortinrezeptoren in Zellkulturexperimenten gezeigt werden (Biebermann 
et al., 2003; Mandrika et al., 2005; Nickolls und Maki, 2006, Sánchez-Laorden et al., 2006). Auch 
Berechnungen der Bindungskinetiken von NDP-α-MSH an den MC4R kommen zu dem Schluss, dass 
MC4R als di- oder oligomere Komplexe vorliegen, deren Bindungsstellen sich gegenseitig 
beeinflussen (Kopanchuck et al., 2006). Funktionelle Studien am Angiotensin-II-Rezeptor zeigten, 
dass bei Coexpression zweier unterschiedlich bindungsdefizienter Rezeptormutanten eine 
Ligandenbindung stattfindet (Monnot et al., 1996). Daraus wurde geschlußfolgert, dass eine 
funktionelle Rezeptoreinheit aus zwei sich überlappenden Rezeptorproteinen entsteht 
(Domainswapping). Ein ähnlicher Effekt wurde auch bei anderen GPCRs wie z.B. beim Histamin-1-
Rezeptor beobachtet (Bakker et al., 2004). Wie es zwischen den Rezeptormolekülen zu einer 
Dimerisierung kommt, ist unklar. Es könnten sowohl intermolekulare Disulfidbrücken als auch 
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Transmembrandomänen zur Dimerisierung führen. 
Beispielsweise konnte durch Mutation von zwei Aminosäuren in TM1 bzw. in TM4 des 
Chemokinrezeptors 5 eine Dimerisierung verhindert werden. In diesem Fall konnte auch die 
Signaltransduktion nicht mehr stattfinden (Hernandez-Falcón et al., 2004). Beim Serotoninrezeptor 
Typ 4 (5HT4-R) hingegen scheint die Dimerisierung von transmembranären Cysteinen abzuhängen 
(Berthouze et al., 2007). Bei den Melanocortinrezeptoren konnten bisher nur die extrazellulären 
Cysteine als funktionell wichtige Elemente der Rezeptordimerisierung ausgeschlossen werden (Elsner 
et al., 2006). Ein wichtiger funktioneller Effekt einer inaktivierenden Mutation in einem Rezeptordimer 
konnte im Falle der D90N-Mutation des MC4R gezeigt werden. Coexpression des gut an der 
Zelloberfläche exprimierten mutierten Rezeptors mit dem WT führte zur Bildung eines Heterodimers, 
welches verschlechterte Signaltransduktionseigenschaften im Vergleich mit dem WT-Homodimer 
aufweist (Biebermann et al., 2003). Dieses ist das bisher einzige Beispiel für einen dominant-
negativen Effekt einer MC4R-Mutation. Weitere Mutationen, die einen dominant-negativen Effekt auf 
WT-Rezeptoren haben, könnten helfen, die bisher unklaren Aktivierungsmechanismen des MC4R-
Dimers zu verstehen. 
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1.8. Die Rolle von BDNF und TrkB in der hypothalamischen Gewichtsregulation 
Im Gegensatz zu den gut untersuchten Signalwegen im Nucleus arcuatus ist über die Signalwege 
hinter dem hypothalamisch exprimierten MC4R wenig bekannt. Als ein möglicher Kandidat für die 
Weiterleitung des anorexigenen Signals nach Aktivierung des MC4-Rezeptors wird seit kurzem das 
Neurotrophin BDNF und der dazugehörige Rezeptor TrkB betrachtet (Xu et al., 2003). 
1.8.1. Die Neurotrophinrezeptoren 
TrkB gehört neben TrkA und TrkC zu den Neurotrophinrezeptoren. Der zuerst entdeckte 
Neurotrophinzeptor TrkA wurde zunächst als ein mit Tropomyosin fusioniertes Oncogen aus 
Darmkrebszellen kloniert und so Tropomyosin-related-kinase (abgekürzt Trk) genannt (Martin-Zanca 
et al., 1986). Aufgrund von Homologien wurden später TrkB und TrkC als weitere Mitglieder dieser 
Rezeptortyrosinkinasefamilie identifiziert. In einer Phäochromocytomzelline (PC12), die sich mit 
Nervenwachstumsfaktor (NGF) zu Neuronen differenzieren läßt, konnte gezeigt werden, dass die 
Tyrosinkinaseaktivität von TrkA direkt durch Bindung von NGF induziert werden kann (Kaplan et al., 
1991). Als endogene Liganden von TrkB wurden BDNF (Brain-Derived-Neurotrophic-Factor) und 
Neurotrophin 3 identifiziert (Klein et al., 1991). 
1.8.2. BDNF und TrkB im Hypothalamus 
Im Hypothalamus von Wildtyptieren wird BDNF im ventromedialen Hypothalamus (VMH) und im 
lateralen hypothalamischen Areal (LHA) am stärksten exprimiert. Die meisten homozygoten BDNF-
knockout-Mäuse (BDNF-/-) versterben in den ersten zwei postnatalen Tagen und die wenigen zwei bis 
vier Wochen überlebenden Tiere weisen schwere Störungen des Nervensystems auf, unter anderem 
Ataxie (Jones et al., 1994). Bei etwa der Hälfte von heterozygoten BDNF-knockout-Tieren (BDNF+/-) 
konnten neben einem hyperaktiven Verhalten auch Hyperphagie und daraus resultierend Adipositas 
festgestellt werden (Kernie et al., 2000). Sowohl die adipösen als auch die normalgewichtigen Mäuse 
wiesen auf Transkriptionsebene eine um die Hälfte verringerte BDNF-RNA-Expression im 
Hypothalamus auf. Auch bei Mäusen, deren BDNF-Gen mittels cre-loxP-Rekombinationssystem erst 
postnatal deletiert wurde, konnte Adipositas und Hyperaktivität festgestellt werden (Rios et al., 2001). 
Auch ein kompletter Knockout des TrkB-Gens (NTRK2) ist im Mausmodell postnatal letal (Klein et al., 
1993). Diese Mäuse weisen Entwicklungsstörungen des zentralen und des peripheren Nervensystems 
auf. In einem transgenen Mausmodell, in dem die Expression der langen Variante des TrkB Proteins 
(TrkB-FL) auf 25% der Wildtypmenge reduziert und das trunkierte Protein vollständig deletiert ist 
(fBZ/fBZ-Mäuse), sind die Tiere lebensfähig (Xu et al., 2000). Abgesehen von einer reduzierten 
hippocampalen Langzeitpotenzierung wurde bei diesen Tieren Hyperphagie, Hyperdipsie, Adipositas 
und erhöhtes Längenwachstum beobachtet (Xu et al., 2003). TrkB wird neben hoher Expression im 
Hippocampus und mäßiger Expression in vielen anderen Gehirnregionen auch im Hypothalamus, hier 
besonders im PVN und im Arc exprimiert (Merlio et al., 1992). Mit Hilfe von transgenen Mäusen, die 
das β-Galaktosidasegen unter Kontrolle des BDNF-Promotors exprimieren, konnte histologisch die 
Expression von BDNF im VMH verifiziert werden. Eine Herabregulation von BDNF unter 
Nahrungsrestriktion speziell in diesem hypothalamischen Nucleus wurde durch in-situ RNA-
Hybridisierung gezeigt. Da der Phänotyp der fBZ/fBZ-Mäuse an den der MC4R-knockout-Mäuse 
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(Huszar et al.,  1997) erinnert, wurde sowohl in MC4R-/- als auch in Agouti (Ay) Tieren die BDNF-
Expression im VMH untersucht. In beiden Tiermodellen konnte eine Herabregulation von BDNF-RNA 
gezeigt werden. Desweiteren konnte durch intrazerebroventriculare  Applikation des hochpotenten 
MC4R-Agonisten Melanotan II (MTII) die durch Nahrungsentzug hervorgerufene Herabregulation der 
ventromedial-hypothalamischen BDNF-RNA-Expression teilweise verhindert werden. Die Autoren 
schließen daraus, dass BDNF ein nachgeschalteter Regulator der hypothalamischen Gewichts- bzw. 
Appetitregulation ist. Der VMH ist allerdings nur schlecht durch POMC- oder AgRP-exprimierende 
Neuronen innerviert, im VMH selbst werden nur wenig MC4-Rezeptoren exprimiert (Kishi et al., 2003). 
Es konnte vielmehr gezeigt werden, daß exzitatorische Neuronen des medialen VMH zu den POMC-
Neuronen bzw. des lateralen VMH zu NPY-Neuronen des Nucleus arcuatus projizieren (Sternson et 
al.; 2005). Ob die BDNF-Expression direkt durch melanocortinabhängige Mechanismen beeinflusst 
wird, ist bis heute unklar. Stimulation von hypothalamischen Neuronen mit dem MC4R-selektiven 
Agonisten MK1 führte allerdings zu einer Freisetzung von BDNF (Nicholson et al., 2007). Die Autoren 
konnten außerdem zeigen, dass eine durch intraperitoneale Gabe von MK1 induzierte Hypophagie 
durch vorherige intracerebroventrikulare Applikation eines BDNF-Antikörpers verhindert werden 
konnte. Dass das im VMH gebildete BDNF das für die Appetitregulation entscheidende ist, konnte 
kürzlich gezeigt werden, indem ein Cre-exprimierender Adenovirus in den VMH von BDNF-lox-
Mäusen injiziert wurde (Unger et al., 2007). In adulten Mäusen wurde so das BDNF-Gen selektiv im 
VMH und im dorsalen Hypothalamus deletiert, was eine Hyperphagie und eine Zunahme des 
Körpergewichts mit Hyperleptinämie und Hyperinsulinämie zur Folge hatte. In der gleichen Arbeit 
wurde außerdem gezeigt, dass intracerebroventrikulare Gabe von BDNF eine c-fos Aktivierung in 
Neuronen des PVN, VMH, DMH und des LH, nicht aber des Nucleus arcuatus zur Folge hatte. 
1.8.3. TrkB-Mutationen und BDNF-Haploinsuffizienz im Menschen 
In adipösen Patienten mit Entwicklungsstörungen wurden kürzlich Mutationen im für TrkB codierenden 
Gen NTRK2 beschrieben (Yeo et al., 2004). Der 8-jährige Patient fiel durch frühmanifeste Adipositas, 
ein eingeschränktes Kurzzeitgedächtnis, stereotypes Verhalten und verminderte Nozizeption auf. 
Auch war die gesamte Entwicklung, insbesondere das Erlernen von Laufen und Sprechen, verzögert. 
Die gefundene Mutation bewirkt einen Aminosäureaustausch von Tyrosin zu Cystein (Y722C). 
Molekularbiologisch bewirkt die sich in der Autoaktivierungsdomäne des Rezeptors befindende 
Y722C-Mutation eine Reduktion in der Aktivierung der downstream signalisierenden MAPK nach 
BDNF-Stimulation in PC12-Zellen. In einer Kohorte von 288 adipösen Patienten mit 
Entwicklungsverzögerung konnten fünf weitere Missensemutationen identifiziert werden (A74T, I98V, 
M354V, P660L, T821L), die allerdings in der späteren funktionellen Charakterisierung keinen Einfluß 
auf die untersuchten intrazellulären Signalwege hatten (Gray et al., 2007). Es ist allerdings möglich, 
dass die Mutationen andere, bisher noch nicht bekannte Signalwege beeinflussen. In einer adipösen, 
hyperphagen, hyperaktiven Patientin konnte eine Inversion einer Region um das BDNF-Gen 
festgestellt werden, was zur monoallelischen Expression des WT-BDNF-Allels und zu reduzierten 
BDNF-Serumspiegeln führte (Gray et al., 2006).  
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1.8.4. Genstruktur und Proteindomänen des humanen TrkB 
Das humane für TrkB codierende Gen NTRK2 liegt auf Chromosom 9q22 und besteht aus 24 Exons 
und 23 Introns. Die Exons 1 bis 4 sind nicht codierend und werden alternativ an Exon 5, welches das 
Start-ATG beinhaltet und somit das erste codierende Exon ist, gespleißt. Vermutlich befindet sich vor 
jedem der vier 5’ liegenden Exons ein differentiell regulierender Promotor. Insgesamt existieren drei 
Exons, die Stop-Codons beinhalten und die alternativ gespleißt werden: 16,19 und 24 (Stoilov et al., 
2002). Das längste translatierte Protein (TrkB-FL) beinhaltet neben dem bei allen gebildeten Proteinen 
gleichen extrazellulären Teil die durch die Exons 20 bis 24 codierte Tyrosinkinasedomäne und die 
durch Exon 18 codierte Juxtamembrandomäne mit der Shc-Bindungsstelle (Abb. 4).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der drei humanen TrkB-Isoformen. Die Domänen sind 
über der ersten Isoform als horizontale Linien dargestellt, die Proteinbindungsstellen für Shc und PLCγ 
sind durch Pfeile gekennzeichnet. Grau bzw. weiß bezifferte Fragmente stellen die Exons dar. 
PM=Plasmamembran (nach Stoilov et al., 2002) 
 
Das kürzeste Protein (TrkB-T1) besitzt noch die durch Exon 15 codierte Transmembrandomäne aber 
keine Tyrosinkinasedomäne und keinen intrazellulären juxtamembranären Teil. Schließlich existiert 
noch eine dritte Variante, die keine Tyrosinkinasedomäne, aber die durch Exon 18 codierte 
Juxtamembrandomäne mit der Shc-Bindungsstelle beinhaltet (Trk-Shc). Außerdem werden die kurzen 
in frame liegenden juxtamembranären Exons 13 und 17 fakultativ gespliced. Die TrkB-Variante ohne 
Exon 13 kann nicht mehr durch NT3 sondern nur noch durch BDNF aktiviert werden (Strohmaier et al., 
1996), für die Variante ohne Exon 17 ist bisher keine Funktionsänderung beschrieben. TrkB-FL und 
TrkB-Shc werden hauptsächlich im Gehirn exprimiert, während TrkB-T1 zusätzlich in Pankreas, Herz 
und Niere exprimiert ist. Im Gegensatz zum Menschen besitzen Nager zwei verschiedene Versionen 
des trunkierten Rezeptors, deren Carboxytermini durch zwei alternativ gespleißte Exons codiert 
werden, dafür wird das TrkB-Shc-Transkript nicht gebildet. Die TrkB-T1 und TrkB-T2 genannten 
trunkierten Proteine besitzen nach der Transmembrandomäne nur noch 9 bzw. 11 weitere 
Aminosäuren (Middlemas et al., 1991).  
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1.8.5. Signaltransduktionsmechanismen der Trk-Neurotrophinrezeptoren 
Trk-Rezeptoren sind klassische Rezeptortyrosinkinasen, die nach Bindung des Liganden an der 
extrazellulären Bindungsdomäne ein Dimer bilden. Dabei spielt die membrannahe Immunglobulin-
ähnliche Domäne eine entscheidende Rolle (Peréz, 1995). Aber auch artifizielle Mutationen in der von 
der Cytoplasmamembran weiter entfernten Ig-ähnlichen Domäne als auch in der Region der 
Leucinrepeats und den cysteinreichen Domänen führen zu Änderungen der Neurotrophinbindung 
durch Trk-Rezeptoren. Die intrazellulären Tyrosinkinasedomänen eines Rezeptors können durch die 
sterische Annäherung den jeweils anderen Rezeptor des Dimers an spezifischen intrazellulären 
Tyrosinen phosphorylieren. Drei dieser Tyrosine (bei TrkB an den Positionen 718, 722 und 723) 
befinden sich in der Autoaktivierungsschleife der Tyrosinkinasedomäne. Phosphorylierung dieser drei 
Tyrosine verstärkt die Kinaseaktivität des Rezeptors (Cunningham et al., 1997) und hat die 
Phosphorylierung außerhalb der Tyrosinkinase gelegener Tyrosine, zum Beispiel in den Shc- und 
PLCγ-Bindungsmotiven zur Folge (Y538 und Y833 im murinen TrkB). Die Tyrosinphosphorylierung 
dieser Bindungsstellen erlaubt Proteinen mit PTB- (phosphotyrosine binding) oder SH2- (Src 
homology region) Domänen an den Rezeptor anzudocken und dort weitere Signalmoleküle zu 
rekrutieren. An das Phosphotyrosin 833 bindet die Phospholipase Cγ und wird von der Tyrosinkinase 
phosphoryliert (Widmer et a., 1993). Die so aktivierte PLCγ katalysiert die Spaltung von 
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat zu Inositoltrisphosphat (IP3) und DAG. Analog zum Signalweg 
des Gαq-Proteins bewirkt IP3 die Freisetzung von intrazellulären Calciumionen, was wiederum zur 
Aktivierung von Ca2+-Calmodulin-regulierten Proteinkinasen führt.  
An das Phosphotyrosin 538 (im humanen TrkB 516) bindet das Adapterprotein Shc, wird von der Trk-
Tyrosinkinase phosphoryliert und rekrutiert dann ein weiteres Adapterprotein Grb2, welches mit dem 
Ras-Guaninnukleotid-Exchangefactor SOS (Son of Sevenless) komplexiert vorliegt (Nimnual et al., 
1998). SOS aktiviert die Kinasefunktion der GTPase Ras durch den Austausch des gebundenen GDP 
durch GTP. Ras aktiviert nun die Serin/Threoninkinase Raf, die wiederum die MAP-Kinase-Kinase 
Mek aktiviert, welche schließlich die MAPK phosphoryliert (Stephens et al., 1994). Die MAP-Kinase 
aktiviert daraufhin Trankriptionsfaktoren, die die neurotrophinspezifische Genexpression regulieren. 
Welcher Signalweg der für die Appetitregulation entscheidende ist, ist noch nicht geklärt. Die kürzlich 
durch c-fos Expression gezeigte Aktivierung von Neuronen des PVN durch BDNF konnte nach 45 
Minuten gezeigt werden (Unger et al., 2007), was indiziert, dass hier ein schneller Signalmechanismus 
zugrunde liegt. Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass Aktivierung des im Nucleus 
arcuatus exprimierten TrkB in der von Pinto und Mitarbeitern gezeigten Neuverschaltung von 
Synapsen an POMC bzw AgRP Neuronen beteiligt ist, da TrkB z.B. im Hippocampus synaptische 
Plastizität beeinflusst. Außerdem ist es möglich, dass bisher noch nicht bekannte Signalproteine am 
BDNF-TrkB Signalweg beteiligt und für hypothalamische Neuronen spezifisch sind. 
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2. Zielsetzung 
Adipositas ist eine durch Umweltfaktoren und genetische Veranlagungen bedingte Krankheit, die 
epidemische Ausmaße erreicht hat Als häufigste monogenetische Ursache für frühmanifeste 
Adipositas gelten Mutationen in dem an der hypothalamischen Appetitregulation beteiligten MC4R. Im 
Hypothalamus werden periphere Signale und Signale aus anderen Gehirnregionen integriert und 
führen dann zu einer Veränderung der Nahrungsaufnahme. Der daran beteiligte MC4R spielt dabei 
eine Schlüsselrolle. Über 60 verschiedene Punktmutationen wurden bisher bei adipösen Patienten im 
humanen MC4R identifiziert, allerdings sind nicht alle davon funktionell relevant. Die Penetranz von 
MC4R-Mutationen ist unvollständig, was nicht zuletzt daran liegt, dass das Körpergewicht von vielen 
anderen genetischen und Umweltfaktoren abhängt. Es ist noch unklar, in wieweit in vitro gewonnene 
funktionelle Daten von untersuchten MC4R-Mutationen mit physiologischen Effekten übereinstimmen. 
Die Rolle des MC3R im Hypothalamus ist weniger eindeutig. Einige Studien assoziieren zwei nicht 
synonyme Polymorphismen im codierenden Bereich mit Adipositas, Funktionsverlustmutationen 
wurden aber bisher erst wenige gefunden. Ein möglicher Kandidat für die Weiterleitung des 
anorexigenen Signals hinter dem MC4R ist das Neurotrophin BDNF und dessen Rezeptor TrkB. Über 
weitere modifizierende Proteine der Signaltransduktion von MC4R und TrkB ist bisher wenig bekannt. 
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragestellungen bearbeitet: 
 
2.1. Evolutionärer Ansatz zur Auswertung von funktionell relevanten Mutationen 
Der MC4R kommt in allen bisher untersuchten Vertebraten vor. In Datenbanken sind bereits viele 
Sequenzen dieser Orthologen Proteine verfügbar. Ein evolutionärer Ansatz zur Bestimmung von 
funktionell wichtigen Aminosäuren wird umso aussagekräftiger, je höher die Zahl der zur Auswertung 
herangezogenen Sequenzen ist. Daher sollen zusätzlich zu den Datenbanksequenzen weitere 
orthologe MC4R kloniert und funktionell untersucht werden. Möglich wäre es auch, einen 
funktionsdefekten MC4R in einer Spezies zu entdecken, die durch eine veränderte Energiebalance 
Vorteile zieht. Ist ein aussagekräftiges Alignment erstellt, soll untersucht werden, ob die Lage von 
funktionell relevanten Mutationen mit konservierten Aminosäuren korreliert. Ist das der Fall, kann der 
Ansatz im Folgenden zur Auswertung von neuen Mutationen benutzt werden. 
2.2. Funktionelle Charakterisierung von murinen Melanocortinrezeptoren 
Von der Firma Ingenium durch N-Ethyl-N-Nitrosurea erstellte und identifizierte Punktmutationen in 
murinen MC3R und MC4R sollen funktionell charakterisiert werden. Können dabei Unterschiede im 
Grad des Funktionsverlustes festgestellt werden, soll der Verlauf der Gewichtsentwicklung der 
dazugehörigen Mauslinien verglichen werden. Dadurch wäre es erstmals möglich, funktionelle in vitro 
Daten mit in vivo Phänotypen zu vergleichen.  
2.3. Funktionelle Charakterisierung von in der Normalpopulation gefundenen 
MC4R-Mutationen 
Während in Kollektiven adipöser Patienten zahlreiche Screens nach MC4R-Muatationen durchgeführt 
wurden, fehlt bisher ein Screen der Normalbevölkerung. Die Arbeitsgruppe von Johannes Hebebrand 
fand beim Screenen des KORA-S4- Kollektives (Kooperative Gesundheitsforschung in der Region 
Augsburg, Survey 4) 16 MC4R-Mutationen, von denen einige neu, andere zwar bekannt, aber noch 
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nicht charakterisiert waren. Die Auswirkungen dieser Mutationen auf die Rezeptorfunktion sollen 
untersucht werden. Auch hier sollen - wenn möglich - Genotyp-Phänotyp-Vergleiche gezogen werden. 
2.4. Funktionelle Charakterisierung von mutierten Serinen in der dritten 
Transmembrandomäne des hMC4R 
Kooperationspartner fanden bei adipösen Patienten zwei neue Mutationen (S136F und S139R) in der 
TM3 des MC4R. Die S136F Mutation wurde heterozygot, die S139R Mutation wurde compound 
heterozygot mit der bereits bekannten S127L Mutation gefunden. Durch die Untersuchung natürlich 
vorkommender Funktionverlustmutationen können Schlüsse auf die Funktionsmechanismen von 
GPCRs oder auf deren funktionell relevante Domänen gezogen werden. TM3 weist einen besonders 
hohen Anteil an Serinresten auf.  
2.5. Identifikation des bevorzugten Start-ATGs des humanen MC3R 
Auch der hypothalamisch exprimierte MC3R ist in die Gewichtsregulation involviert, allerdings ist seine 
Rolle weniger klar als die des MC4R. Es wurden zwar bisher wenig inaktivierende Mutationen 
identifiziert, immer wieder werden aber zwei Polymorphismen, T6K und V81I auf Assoziationen mit 
Adipositas untersucht. Die MC3R der Hominidae (inklusive des humanen) weisen verglichen mit den 
bisher bekannten Rezeptoren anderer Spezies ein zusätzliches 3’ gelegenes Start-ATG auf. Der T6K 
Polymorphismus liegt zwischen diesen beiden ATGs. Es soll untersucht werden, welches ATG die 
Proteintranslation initiiert und ob der Polymorphismus dabei eine Rolle spielt. 
2.6. Identifikation von Protein-Protein-Interaktionspartnern des MC4R und TrkB 
Für den MC2R konnte kürzlich die funktionell relevante Interaktion mit einem neuen 
Transmembranprotein MRAP2 gezeigt werden (Metherell et al., 2005). MC4R-Mutationsträger weisen 
eine hohe phänotypische Variabilität auf. Neben unterschiedlichen Lebensstilen der Mutationsträger 
können vermutlich weitere Gene bzw. Proteine die Ausprägung des Phänotyps modifizieren. Daher 
sollen mittels eines Yeast-two-Hybrid (Y2H) Screens gegen eine humane Gehirn-cDNA-Library mit 
dem MC4R interagierende Proteine gefunden werden. Wenig ist über den Signalweg hinter dem 
MC4R bekannt. Ein möglicher downstream Pathway verläuft über das im VMH gebildete Neurotrophin 
BDNF und dessen Rezeptor TrkB. Beide Proteine werden aber neuronal ubiquitär exprimiert. Neben 
den bekannten Signalwegen über PLCγ und Shc/ERK sollen mittels eines Y2H-Screens auch hier 
mögliche neue Protein-Protein-Interaktionspartner gefunden werden, die eventuell 
hypothalamusspezifisch sind.  
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DH5α F-,Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, 
recA1, endA1, phoA, hsdR17(rk-, mk+), supE44, λ-, 
thi-1, gyrA96, relA1 
BL21-CodonPlus RP (Stratagene, La Jolla, USA) F-, ompT hsdS(rB-mB-) dcm+ Tetr gal endA Hte 
[argU proL Camr] 
TOP-10 (Invitrogen, Karlsruhe) F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7687 galU galK 
rpsL (StrR) endA1 nupG 
 
Säugerzellen 
COS-7 Fibroblasten aus der Niere der grünen Meerkatze, mit einer T-Antigen 
produzierenden Mutante des SV40-Virus transformiert, ATCC 
PC12 Phäochromocytomzellen der Ratte, ATCC 
CHO-hMC4R Epithelzellen aus Hamsterovarien; stabil transfiziert mit pcDps-hMC4R-NHA 
 
Vektoren 
Vektor  Zweck Herkunft 
PCR-2.1-TOPO Zwischenklonierung Invitrogen, Karlsruhe 
pcDps Expression (Säuger) Torsten Schöneberg, Leipzig  
pcDps-GFP Expression (Säuger) / Fluoreszenz Angela Schulz, Leipzig 
pcDNA3 Expression (Säuger) Invitrogen, Karlsruhe 
pECFP-C1 Expression (Säuger) / Fluoreszenz Clontech, Mountain View, USA 
pEYFP-N1 Expression (Säuger) / Fluoreszenz Clontech, Mountain View, USA 
pACT4-1b Expression (S. cerevisiae) / Y2H Heike Göhler, MDC, Berlin-Buch 
pBTM117c Expression (S. cerevisiae) / Y2H Heike Göhler, MDC, Berlin-Buch 
pGEX-6P-2 Expression (E. coli) Amersham, Little Chalfont, UK 
Für die Vektorkarten siehe Anhang 
Antikörper 
Maus-Anti-HA, Biotinkonjugat (clone 12CA5) Roche, Grenzach 
Maus anti FLAG, M2 Sigma, Deisenhofen 
Peroxydasekonjugiertes Streptavidin Dianova, Hamburg 
 
Peptide 
NDP-α-MSH Peter Henklein, Institut f.  Biochemie, Charité, Berlin  
α-MSH Peter Henklein, Institut f.  Biochemie, Charité, Berlin  
β-MSH Peter Henklein, Institut f.  Biochemie, Charité, Berlin  
γ-MSH Sigma, Deisenhofen 
ACTH Sigma, Deisenhofen 
AgRP (87-132) Phoenix, Burlingame, USA 
MTII Bachem, Bubendorf, Schweitz 
 
Radioaktive Substanzen 
125I-NDP-α-MSH Amersham, Little Chalfont, UK 
2,8-3H-Adenin Amersham, Little Chalfont, UK 
 
Oligonukleotide 
Alle Primer wurden von TIB-Molbiol, Berlin oder Roth, Karlsruhe bezogen. Die Sequenzen finden sich 
im Anhang. 
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Enzyme 
Restriktionsendonukleasen NEB, Ipswich, USA 
T4-DNA-Ligase NEB, Ipswich, USA 
Taq-Polymerase Bioline, London, UK 
Pfu-Polymerase Stratagene, La Jolla, USA 
 
3.2. Molekularbiologische Routinemethoden 
Methoden, die für alle Teilprojekte verwendet wurden, werden in den folgenden Abschnitten 
beschrieben. 
3.2.1. Verwendete Kits zur DNA Aufreinigung, Herstellung von cDNA und TOPO-
Klonierung 
Die im Folgenden aufgelisteten Kits wurden entsprechend der Angaben des jeweiligen Herstellers 
angewendet. 
Name Verwendung Bezug 
QIAprep Miniprep Plasmidisolation (Minipräp) Qiagen, Hilden 
QIAquick Spin Präparative Gelaufreinigung Qiagen, Hilden 
Nucleobond Xtra Midi Plasmidisolation (Midipräp) Macherey-Nagel, Düren 
Omniscript Reverse Transcriptase Reverse Transkription Qiagen, Hilden 
TOPO TA Cloning Klonierung Invitrogen, Karlsruhe 
 
3.2.2. Herstellung chemisch kompetenter E. coli 
100 ml SOB-Medium wurden im Schüttelkolben aus einem Glycerolstock angeimpft. Bei 18°C wurden 
die Kolben so lange geschüttelt, bis die Kultur eine OD600 von 0,6-1,2 erreicht hatte. Die Kolben 
wurden für 10 min auf Eis gestellt und abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 32 ml 
Transformationspuffer gewaschen. Das Pellet wurde in 8 ml Transformationspuffer aufgenommen, 
zusätzlich wurden noch 560 µl DMSO (7% Endkonzentration) hinzugegeben. Die fertige 
Zellsuspension aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –70°C gelagert. 
Transformationspuffer pH 6,7  SOB-Medium pH 7,0 
Pipes-KOH 10 mM   Trypton 20 g/l 
CaCl2 15 mM   Hefeextrakt 5 g/l 
KCl 250 mM   NaCl 0,5 g/l 
MnCl2 55 mM   KCl 2,6 mM 
    MgCl2 20 mM 
 
3.2.3. Transformation von chemisch kompetenten E. coli 
Zum zu transformierenden Plasmid wurden 100 µl chemisch kompetenter E. coli gegeben, 30 min auf 
Eis, danach für 90 sec bei 42°C inkubiert. Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien in 250 µl 
SOC-Medium (SOB mit 20mM Glucose) für 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Dann wurde der 
Transformationsansatz auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgestrichen und zur Selektion über Nacht 
inkubiert. 
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LB-Medium pH 7,4 
Trypton 10 g/l 
Hefeextrakt 5 g/l 
NaCl 10 g/l 
Zur Herstellung von Agarplatten wurde 1,5% Agar-Agar hinzugefügt. Zur Selektion wurden Ampicillin 
in einer Konzentration von 75 mg/l, Chloramphenicol in einer Konzentration von 25 mg/l, Kanamycin in 
einer Konzentration von 50 µg/ml eingesetzt 
3.2.4. Ligation  
Ungefähr 300 ng Vektor und ca. 1 µg Insert wurden in separaten Ansätzen mit je 10 U des 
entsprechenden Enzyms für 2 h bei 37°C verdaut. Nach Gelelekrophoretischer Auftrennung wurden 
die entsprechenden Banden ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Ligation erfolgte unter Verwendung 
von Vektor mit einem Überschuß an Insert (molares Verhältnis ca. 1:100), 200 U T7-Ligase und 
entsprechendem Puffer in einem 15 µl-Ansatz bei 15°C über Nacht. 
3.2.5. Ortsgerichtete Mutagenese 
Die MC4R-Mutationen V95I, H158A und S139I, die Konstrukte zur Identifikation des MC3R-
Startcodons und das TrkB-Konstrukt Y516F wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese hergestellt. 
Hierzu wurde ein Primer ausgewählt, der die einzubauende Mutation etwa in der Mitte trug. Nach der 
Formel  
Tm = 81,5 + 0,41(%GC) - 675/Gesamtlänge - %Fehlbasen > 78°C 
wurde die Länge des Primers bestimmt. Als Antisenseprimer wurde die revers-komplimentäre 
Sequenz benutzt. In einem 50 µl PCR-Ansatz wurden von 100 ng Plasmid-Template mit je 250 nM 
Primern und 2,5 U Turbo-Pfu-Polymerase die mutationstragenden Plasmide amplifiziert. Die 
methylierte Template-DNA wurde durch einstündige Inkubation mit 10 U DpnI bei 37 °C abgebaut. Die 
übrige neue Plasmid-DNA wurde in chemisch kompetente DH5α-Bakterien transformiert 
3.2.6. Sequenzierung 
Zur Plasmid-Sequenzierung wurden ~200 ng Plasmid-DNA, 0,5 µM Primer, 1 µl V3-Big-Dye (Applied 
Biosystems, Foster City, USA) mit dazugehörigem Puffer in einem 10 µl Ansatz vereinigt. Die PCR 
erfolgte bei einer Annealingtemperatur von 55°C und hatte eine Elongationszeit von 5 min bei 60°C. 
Die Auftrennung und Detektion erfolgte im ABI-3130xl Kapillar-Sequenzierer (Applied Biosystems). 
 
3.3. Zellkultur 
Zur Expression der klonierten Rezeptoren und Rezeptormutanten wurden diese transient in 
verschiedene heterologe Zellsysteme transfiziert. Die Kultivierung und Transfektion der Zelllinien wird 
in den folgenden Abschnitten beschrieben. 
3.3.1. Kultivierung von COS-7-Zellen 
COS-7-Zellen wurden adhärent in DMEM (Biochrom, Berlin) mit 10% FKS, Pen/Strep (100 U/ml 
Penicillin und 100 µg/ml Streptavidin) und L-Glutamin gehalten. Zweimal wöchentlich oder zum 
aussäen wurden die Zellen abtrypsiniert und im Verhältnis 1:10 subkultiviert. 
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3.3.2. Transfektion von COS-7-Zellen 
Transfektion von COS-7 Zellen mit dem Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex, Martinsried) 
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die Transfektion erfolgte 24 h nach Aussetzen der Zellen. 
Die verwendeten Mengen von Plasmid-DNA und Transfektionsreagenz sind in der folgenden Tabelle 
angegeben: 
Platte/Schale/Flasche Zellen/well DNA [µg/well] Metafectene [µl/well] 
48 well 2,5 * 104 0,0625 0,3125
12 well 1 * 105 0,25 1,25
6 cm Schale 3 * 105 3 4
75 cm2 Flasche 5 * 105 7 20
 
3.3.3. Kultivierung von PC12-Zellen 
PC12-Zellen sind eine Phäochromocytomzelllinie der Rattennebenniere. Mit Nervenwachstumsfaktor 
(NGF) lassen sie sich zu einem neuronalen Phänotyp differenzieren (Adler et al., 2005). 
Undifferenziert wurden die Zellen als Suspensionszellen in RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin) mit 
10% Pferdeserum, 5% FKS, Pen/Strep und L-Glutamin bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Zweimal 
wöchentlich wurden sie 1:10 umgesetzt. Zur adhärenten Kultivierung auf runden Objektträgern wurden 
diese über Nacht bei 4°C mit Poly-L-Lysin (1:2 mit PBS) und dann für eine Stunde bei 37°C mit 
Collagen A (1:2 in PBS) beschichtet. 
3.3.4. Nukleofektion mit Amaxa und Differenzierung 
Nucleofection der PC12-Zellen wurde mit der Amaxatechnologie (Amaxa AG, Köln) durchgeführt. Pro 
Ansatz wurden dazu 2 * 106 Zellen gewaschen, mit einer 22G Kanüle trituriert und in 100µl 
NucleofectorTM Solution V resuspendiert. Nach dem Zufügen von 3 µg der zu transfizierenden DNA 
wurde der Ansatz in eine Küvette transferiert und mit dem Nucleofector® (Programm U-29) transfiziert. 
Die Suspension wurde dann in PC12-Medium mit 300 ng/ml NGF (Sigma, Deisenhofen) 
aufgenommen und in eine Zellkulturschale mit einem Poly-L-Lysin/Collagen A beschichteten 
Objektträgern gegeben. Das Medium wurde täglich gewechselt, bis die Zellen den neuronalen 
Phänotyp angenommen hatten (~5 Tage). 
3.3.5. Kultivierung von stabil transfizierten CHO-Zellen 
CHO-Zellen wurden in HAM’s F-12 Medium (Biochrom, Berlin) mit 5% FKS, Pen/Strep und L-Glutamin 
gehalten. Zur Selektion wurde dem Medium 0,6 µg/ml Puromycin und 0,6 mg/ml Hygromycin 
zugesetzt. Die Transfektion erfolgte wie bei den COS-Zellen mit Metafectene. 
 
3.4. Funktionelle Untersuchungen von GPCRs 
Zur funktionellen Charakterisierung von Mutationen in MC3R und MC4R, wurden diese zunächst in 
einen Expressionsvektor kloniert (3.4.1.). Mutationen in GPCRs können verschiedene Effekte 
hervorrufen, die zu einem Funktionsverlust des Rezeptors führen. Durch fehlerhafte Faltung und 
Prozessierung kann die Expression an der Zelloberfläche verringert sein (Abb. 5A; 3.4.3.). Andere 
Mutationen haben keinen Einfluss auf die Zelloberflächenexpression, aber auf die 
Signaltransduktionseigenschaften des Rezeptors. In diesem Fall wird die Bildung des sekundären 
Botenstoffs cAMP nach Ligandenstimulation gemessen (Abb. 5B; 3.4.4.). Erreicht der Rezeptor die 
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Zelloberfläche, ist aber nicht imstande zu signalisieren, kann das entweder daran liegen, dass der 
Rezeptor durch die Mutation den aktiven Zustand des Rezeptors verhindert oder daran, dass der 
Rezeptor den Liganden nicht oder schlechter binden kann. Letzteres kann mit einem 
Radioligandenverdrängungsassay untersucht werden (Abb. 5C; 3.4.5.). 
 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der funktionellen Untersuchung von GPCR-Mutanten. 
In in vitro Experimenten wird untersucht, ob der Rezeptor an die Zelloberfläche transportiert wird (A). 
Dieser Nachweis geschieht immunologisch. Des Weiteren wird untersucht, ob nach 
Ligandenstimulation der sekundäre Messenger cAMP gebildet wird (B) und ob der Rezeptor einen 
radioaktiv markierten Liganden bindet, bzw. ob dieser durch unmarkierte Liganden verdrängbar ist (C). 
PM = Plasmamembran 
 
3.4.1. Klonierung von Melanocortinrezeptoren zur Expression in COS-7-Zellen 
Zur funktionellen Charakterisierung wurden humane bzw. murine Melanocortinrezeptoren mit dem 
Sense-Primer MC4R-N-HA-F und dem Antisenseprimer MC4R-Spe-R (bzw. MC3R-N-HA-F und 
MC3R-Spe-R; Primersequenzen siehe Anhang) aus genomischer DNA ggf. eines Mutationsträgers 
amplifiziert und zunächst in den Vektor pCR-2.1 über eine Topoisomerasereaktion zwischenkloniert. 
Die Verwendung genomischer DNA ist möglich, da die Melanocortinrezeptorgene intronlos sind. Der 
Senseprimer beinhaltet die ersten 20 Basen des Rezeptorgens, sowie im 5’-Bereich die Sequenz des 
Hämagglutinin (HA)-Tags. Durch Zwischenklonierung wurde eine EcoRI-Schnittstelle aus dem pCR-
2.1 Vektor 5’ vor das Amplifikat angefügt. Nach einer Kontrollsequenzierung wurde das Insert über 
eine EcoRI/SpeI-Restriktion ausgeschnitten, aufgereinigt und in den Expressionsvektor ligiert. Der 
fertige Vektor exprimiert einen aminoterminal HA-markiertes Rezeptorprotein. Zur Herstellung eines 
am Carboxyterminus mit einem FLAG-Tag markierten Protein wurde eine PCR vom bereits im Vektor 
ligierten HA-Konstrukt mit dem Senseprimer MC4R-F und dem Antisenseprimer MC4R-FLAG-Spe-R 
durchgeführt, das Amplifikat im pCR-2.1 zwischenkloniert und über EcoRI/SpeI in den pcDps-Vektor 
ligiert. Die pcDps-Konstrukte wurden mit den Primern CD-F (hybridisiert 5’ von der Klonierungsstelle 
im pcDps Vektor) und MC4R-F1-F sequenziert. 
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3.4.2. Sequenzierung von orthologen MC4R und Klonierung von humanen/orthologen 
Hybridkonstrukten 
Aus genomischer DNA von verschiedenen Spezies wurden mit verschiedenen Paarungen 
degenerierter Primer Fragmente der orthologen MC4R-Gene amplifiziert. Das längste und 
spezifischste Amplifikat wurde mit dem Senseprimer Oligo34 und dem Antisenseprimer Oligo32 
amplifiziert. Die Amplifikate konnten direkt sequenziert werden. Nach Trennung auf einem Agarosegel 
und präparativer Aufreinigung der entsprechenden Bande wurde eine weitere PCR mit dem Amplifikat 
als Template und den Primern Oligo30 und Oligo29 durchgeführt, um ein Fragment mit den 
Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonukleasen Bsu36i und BspEI zu erhalten (Abb. 6). Da 
diese beiden Sequenzen im humanen MC4R nahe der Annealingstelle der Oligos 34 bzw. 32, aber 
nicht in der Sequenz des pcDps-Vektors vorkommen, war es möglich über diese Schnittstellen das 
orthologe Fragment in den pcDps-N-HA-hMC4R zu klonieren. Daraus resultierten Rezeptorkonstrukte, 
die die humanen Amino- und Carboxytermini, aber die orthologen Transmembrandomänen und extra- 
bzw. intrazellulären Schleifen besaß. Die Sequenzen der benutzten Oligonukleotide sind im Anhang 















Abbildung 6: Schematische Darstellung der Klonierung von human/orthologen 
Hybridkonstrukten. Aus der genomischen DNA verschiedener Spezies wurden mit den Oligos 34/32 
MC4R-Fragmente amplifiziert. In einer zweiten PCR wurde das mit Schnittstellen für Bsu36i bzw. 
BspEI beinhaltenden Primern das Fragment für die Klonierung reamplifiziert. Über die im humanen 




Prinzip: Um die Zelloberflächenexpression von Rezeptoren zu bestimmen, werden Rezeptorkonstrukte 
am N-Terminus mit einem HA-Tag versehen und in COS-7-Zellen exprimiert. Die Zellen werden dann 
mit Formaldehyd fixiert, aber nicht permeabilisiert. Da bei membranständigen GPCRs der 
Aminoterminus extrazellulär lokalisiert ist, werden durch Nachweis des HA-Tags nur Rezeptoren 
detektiert, die an die Zelloberfläche gelangen konnten. Als erster Antikörper wurde ein Biotin-
markierter anti-HA-Antikörper, als zweiter ein Peroxidase-gekoppelter Streptavidin-Antikörper 
verwendet (Abb. 5A). 
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Durchführung: Für den ELISA wurden 48-well-Mikrotiterplatten verwendet. Pro Mutante und Ansatz 
wurde eine 4-oder 6-fach-Bestimmung durchgeführt. Drei Tage nach der Transfektion wurden die 
Zellen zweimal mit je 200 µl/well PBS gewaschen und mit je 100 µl/well 4% Formaldehyd in PBS für 
30 min bei RT fixiert. Nach nochmaligem Waschen mit 2X 200µl/well PBS erfolgte die Blockade 
unspezifischer Bindungsstellen mit 200 µl/well FKS-haltigem COS-7-Vollmedium für eine Stunde bei 
37°C. 100 µl Biotin-gekoppelter Anti-HA-Antikörper wurden in einer Konzentration von 1µg/ml in COS-
7-Vollmedium zur Detektion des extrazellulären HA-Tags eingesetzt und zwei Stunden bei 37°C 
inkubiert. Dann wurden die Zellen dreimal mit 200 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden 100µl 
des Streptavidin-POD-Konjugats in einer Verdünnung von 1:5000 (Endkonzentration 0,2µg/ml) in 
COS-7 Medium zugesetzt und für eine weitere Stunde inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen 
mit 200 µl PBS wurde die Enzymreaktion mit 150 µl/well Substratlösung gestartet und nach etwa 2 
Minuten (nach Farbentwicklung) durch Zugabe von 50 µl Stopplösung beendet. Die 
Extinktionsmessung erfolgte biochromatisch bei 492 und 620 nm als Referenz in einem 
Mikrotiterplatten-Photometer (Athos Reader 2001; Athos, Krefeld). 
Substratlösung pH 5,2  Stopp-Lösung 
Citrat 0,1 M  HCl 1 N 
Na2HPO4 0,1 M  Na2SO3 0,05 M 
o-Phenyldiamin 0,4 mg/ml    
H2O2 0,024%    
 
3.4.4. cAMP-Messungen 
Prinzip: Aktivierung von Melanocortinrezeptoren durch ihre Agonisten führt zur Kopplung des Gαs-
Gβγ-Komplexes an den Rezeptor. Das von Gαs gebundene GDP wird zu GTP ausgetauscht, die Gαs-
Untereinheit dissoziiert vom heterotrimeren Komplex. Die GTP-bindende, aktive Form kann nun eine 
membranständige Adenylylcylase aktivieren. Dabei wird das GTP zu GDP gespalten und die Gαs-
Untereinheit bildet wieder einen heterotrimeren Komplex mit der Gβγ-Untereinheit. Die aktivierte 
Adenylylcyclase katalysiert die Reaktion von ATP zu zyklischem AMP (cAMP). Die Messung der 
Konzentration des in Gegenwart des Phosphodiestereasehemmers 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) 
intrazellulär akkumulierten sekundären Botenstoffes cAMP dient als Readout für die 
Rezeptoraktivierung (Abb. 5B).  
1) Messung von tritiummarkiertem cAMP 
Die transfizierten Zellen wurden 48 h nach der Transfektion über Nacht mit 500 µl COS-7-Vollmedium 
mit 2 µCi/ml 3H-Adenin bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und am folgenden Tag mit 1 ml DMEM Medium 
mit 1 mM IBMX gewaschen. In diesem Medium erfolgte auch die Rezeptorstimulation durch die 
Liganden. Dazu wurde eine dekadische Verdünnungsreihe des Peptidhormons erstellt. Pro well 
wurden 500 µl Medium mit IBMX und Ligand eingesetzt. Die Zellen wurden 1h im 37°C Brutschrank 
bei 5% CO2 stimuliert. Der darauffolgende Zellaufschluss mit je 1 ml Lysispuffer wurde 1 h lang bei 
4°C durchgeführt. Das in den Zellen akkumulierte cAMP wurde über 2 ml Dowex AG®50W-X8-Säulen 
(Kationenaustauscher, 2 g/Säule, Säulendurchmesser 8 mm, BioRad, München) und 2 ml 
Aluminiumoxid-Säulen (1,5 g/Säule, Säulendurchmesser 10 mm, Merck, Darmstadt) aufgereinigt. 
Zunächst wurde der Zelllysat-Überstand auf die Dowex-Säulen aufgetragen, anschließend erfolgte ein 
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Waschschritt mit 2 ml Aqua dest. Nun wurden die Dowex-Säulen über den Aluminiumoxid-Säulen 
platziert, so dass die kationisch filtrierten Nukleotide durch zweimaliges Waschen mit 5 ml Aqua dest. 
auf die Aluminiumoxid-Säulen gelangten. Nach Entfernen der Dowex-Säulen wurden die 
Aluminiumoxid-Säulen ein weiteres Mal mit 5 ml Aqua dest. gewaschen. Danach wurde das cAMP mit 
5 ml Imidazol-Puffer (0,1 M; pH 7,5) von den Säulen in 14 ml Szintillationslösung (OptiPhase 
‚Supermix’, Perkin Elmer, Waltham, USA) eluiert. Die Elution erfolgte in Szintillationsgefäße. Die 
Messung der Proben wurde im Szintillationszähler (Wallac 1409, PerkinElmer Wallac GmbH, Freiburg) 
für jeweils 3 min durchgeführt. Aus den so gewonnenen Werten konnten mit Hilfe des Programms 
GraphPad Prism (GraphPad Software, LaJolla, USA) Konzentrations-Wirkungs-Kurven ermittelt 
werden. Aus diesen Kurven konnte dann die Maximalstimulation (Emax) und die halbmaximale 
Ligandenkonzentration (EC50) abgelesen werden. Diese Werte wurden aus mehreren unabhängigen 
Experimenten gemittelt und die Mittelwerte miteinander verglichen. Da die EC50 ein logarithmischer 




cAMP 1 mM 
ATP 1 mM 
 
2) cAMP Messung mit AlphaScreen-Technologie 
Die AlphaScreen Technologie beruht auf der Anregung eines photosensitiven Donor-Beads mit Licht 
einer Wellenlänge von 680 nm. Dabei entsteht instabiler Singulettsauersoff mit einer Lebensdauer von 
4 µs, der in einem in maximal 200 nm Entfernung befindlichen Acceptorbead eine Chemiluminiszenz 
bewirkt. Durch die Kopplung der Beads mit einem Anti-cAMP-Antikörper bzw. mit Streptavidin werden 
Donor- und Acceptorbead durch das sich in der Meßlösung befindende biotinylierte cAMP zueinander 
gebracht. Das im Zelllysat zu messende unbiotinylierte cAMP kompetitiert die Bindung des 
biotinylierten cAMPs am Anti-cAMP-Antikörper der Acceptorbeads. 
 
Pro Messreihe wurden 250 µl/well COS-7-Zellen in einer Zelldichte von 105 Zellen/ml in eine 48-well-
Platte ausgesät. Am darauffolgenden Tag wurden je 18 wells mit dem zu untersuchenden 
Plasmidkonstrukt transfiziert (1,5 µg Plasmid DNA und 7,5 µl Metafectene). Nach 24h wurde der 
Transfektionsansatz durch COS-7-Vollmedium ersetzt. Nach weiteren 24h wurde das Medium 
aspiriert. Auf die Zellen wurden dann 100 µl/well Stimulationspuffer mit 1mM IBMX gegeben und für 5 
min bei 37°C präinkubiert. Dann wurden zur Stimulation 100 µl/well eines in Stimulationspuffer mit 
IBMX gelösten Liganden hinzugegeben und die Zellen für weitere 45 min bei 37°C inkubiert. Die 
Ligandenlösungen wurden dann aspiriert und die Zellen mit 100 µl/well Lysispuffer mit 1mM IBMX für 
1 h bei 4°C schüttelnd lysiert. 5 µl des Lysates wurden in eine 384-well-Mikrotiterplatte (OptiPlate-384, 
PerkinElmer, Waltham, USA) transferiert. Zur Bestimmung der cAMP Konzentration wurde außerdem 
eine in Lysis-Puffer mit 1 mM IBMX angesetzte cAMP-Standardkurve im Bereich von 5 X 10-6 – 1 X 
10-11 M angesetzt. 5 µl jeder Konzentration wurden als Tripletts zur Erstellung der Kalibrierungskurve 
in die 384-well Platte transferiert. Zur Messung wurde der Alphascreen cAMP Kit (PerkinElmer, 
Waltham, USA) verwendet. In jedes well wurde zunächst 1U anti-cAMP Acceptorbeds in 10 µl SO-
Puffer gegeben und für 30 min bei RT und im Dunkeln inkubiert. Dann wurden 1 U/ well Streptavidin-
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Donor-Beads und 1 U biotinilyrtes cAMP hinzugegeben. Die Platte wurde eine weitere Stunde im 
Dunkeln und bei RT inkubiert, bevor die Messung im Plattenreader Mithras (Berthold, Bad Wildbad) 
stattfand. Dazu wurde mit Licht einer Wellenlänge von 680 nm angeregt und die Emission mit einem 
568 nm Filter gemessen. 
Lysispuffer pH 7,4  Assaypuffer  pH 7,4 
HEPES 5 nM  HEPES 5 mM 
BSA 0,1 %  BSA 0,1% 
Tween 20 0,3 %  Angelöst in HBSS (Gibco-Invitrogen, Karlsruhe) 
     
Stimulationspuffer pH 7,4    
NaCl 138 mM    
KCl 6 mM    
MgCl 1 mM    
HEPES 20 mM    
CaCl2 1 mM    
Glucose 5,5 mM    
BSA 0,1 %    
3.4.5. Radioligandenverdrängungsassay 
Prinzip: Rezeptorexpremierende Zellen werden mit einer konstanten Konzentration 125I-markierten 
Liganden und verschiedenen Konzentrationen von unmarkiertem Liganden inkubiert. Nach dem 
Wegwaschen ungebundener Liganden kann durch Messung der γ-Strahlung die Menge des an die 
Zellen gebundenen markierten Liganden bestimmt werden. So kann eine Verdrängungskurve erstellt 
und die Bindungsaffinität eines Liganden an einen Rezeptor bestimmt werden (Abb. 5C). 
 
Durchführung: In einer 48-well-Platte transfizierte COS-7-Zellen wurden 72 h nach der Transfektion 
mit Bindungspuffer gewaschen. Pro well wurden 200 pM 125I-NDP-α-MSH und dekadisch verdünnter 
kalter Ligand (NDP-α-MSH: 100 – 0,01 nM; α-MSH, β-MSH, γ-MSH oder ACTH: 1000 – 0,1 nM) 
eingesetzt. Die Verdünnungen wurden in Bindungspuffer angesetzt, das Gesamtvolumen betrug 200 
µl/well. Die Inkubation erfolgte bei 4°C über Nacht. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen 
zweimal mit Bindungspuffer gewaschen und mit 0,1 N NaOH lysiert. Die Überstände wurden für 1 min 
im γ-Counter (1470 WizardTM, Perkin Elmer Wallc GmbH, Freiburg) gemessen.  
Bindungspuffer pH 7,4 
KCl 5,36 mM 
KH2PO4 0,44 mM 
MgSO4 0,40 mM 
Na2HPO4 0,33 mM 
Glucose 5,55 mM 
CaCl2 1,30 mM 




3.4.6. Sandwich-ELISA zum Nachweis von Rezeptordimeren 
Prinzip: Der Sandwich-ELISA dient zum Nachweis von Interaktionen von Membranproteinen (hier: von 
GPCRs). Dazu werden differentiell epitopmarkierte Rezeptorkonstrukte (hier: HA und FLAG) in COS-
7-Zellen cotransfiziert. Membranlysate der Zellen werden dann auf eine mit Anti-FLAG-Antikörper 
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beschichtete Platte zur Bindung der Rezeptordimere gegeben. Der HA-Tag wird mit einem 
entsprechenden Antikörper detektiert und photometrisch quantifiziert. 
 
Durchführung: 3X105 COS-7-Zellen wurden in 22 cm-Zellkulturschalen ausgesetzt und am nächsten 
Tag mit 3 µg Plasmid-DNA und 4 µl Metafectene transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die 
Zellen mit 3ml PBS gewaschen und mit einem Zellschaber geerntet und bei 10.600 g für 3 min 
pelletiert. Das Pellet wurde in 2 ml HPLC-H20 angelöst und für weitere 4 min bei 18.000 g 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 µl Membranlysispuffer resuspendiert und die 
Membranproteine bei 4°C über Nacht auf einem Rotationsschüttler solubilisiert. Zur Beschichtung der 
96-well Mikrotiterplatte wurde diese mit 100 µl 10 µg/ml Anti-FLAG-Antikörper in Beschichtungspuffer 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Platte mit 200 µl/well FKS-haltigem Medium 
gewaschen und mit 200 µl/well FKS-haltigem Medium für 1h bei RT unter Schütteln blockiert. 
Währenddessen wurde das Membranlysat bei 20.000 g für 15 min abzentrifugiert und der Überstand 
mit 150 µl PBS-T versetzt. Die Platte wurde dreimal für je eine Minute unter Schütteln mit PBS-T 
gewaschen, dann mit 100 µl/well Lysat für 2h bei RT geschüttelt. Nach weiteren drei Waschschritten 
mit PBS-T wurden 100 µl/well biotinylierter Anti-HA Antikörper (1 µg/ml) in PBS-T auf die Platte 
gegeben und die Platte unter Schütteln bei RT für 2 h inkubiert. Danach wurde viermal mit 200 µl/well 
PBS-T gewaschen. Von dem Streptavidin-Peroxydase-Konjugat mit einer Konzentration von 0,2 µg/ml 
in PBS-T wurden 100 µl/well für eine Stunde geschüttelt. Nach weiterem viermaligem Waschen mit 
PBS-T wurden 150 µl/well Substratlösung zugegeben und die Platte für ca. 2 min geschüttelt, bis ein 
ausreichender Farbumschlag sichtbar war. Die Reaktion wurde mit 50 µl/well Stopplösung abgestoppt 
und die Färbung im Mikrotiterplatten-Photometer (Athos Reader 2001, Athos, Krefeld) bei 
Wellenlängen von 492 nm und 620 nm als Referenzwert gemessen.  
Membranlysispuffer pH 7,8  Beschichtungspuffer pH 8,0 
Tris/HCl 10 mM  Na-Tetraborat 0,15 M 
NaCl 150 mM    
EDTA 1 mM  PBS-T 
DTT 1 mM  PBS 1X 
Na-Desoxycholat 1%  TritonX-100 0,05% 
Nonidet-P40 1%    
PMSF 0,2 mM    
 
3.5. Charakterisierung von Mäusen mit MC4R-Mutationen 
Zur Genotypisierung der Mäuse mit der Y302C Punktmutation im MC4R wurden aus Schwanz-DNA 
PCR-Produkte mit den Primern mMC4R-F und mMC4R-Y302C-R (Sequenzen siehe Anhang) 
amplifiziert, mit Bsp1286I verdaut und auf einem 2% Agarosegel aufgetrennt. Bsp1286I konnte nur bei 
Vorhandensein der Mutation schneiden. Für die Genotypisierung der I194F-Mäuse wurden der Primer 
mMC4R-F und der degenerierte Primer mMC4R-I194F-deg-R verwendet. Durch den Basenaustausch 
des degenerierten Primers entstand eine Erkennungssequenz für das Restriktionsenzym BspHI in der 
WT-Sequenz. 
Die Mäuse wurden unter Standardbedingungen bei 25°C und 60% Luftfeuchtigkeit bei einem 
Tag/Nacht-Rhythmus von je 12 h und mit Standardfutter gehalten. 
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3.6. Fluoreszenzbasierte Identifikation des bevorzugten Startcodons des 
humanen MC3R 
Prinzip: Zur Identifikation des bevorzugten Start-ATGs des MC3R wurde ein Fragment 90 Basen vor 
dem ersten Start-ATG beginnendes und 99 Basen hinter dem zweiten Start-ATG endendes Fragment 
unter Beibehaltung des Leserahmens vor eine GFP-Sequenz mit fehlendem Start-ATG in den 
Expressionsvektor pcDps kloniert. Die Startcodons wurden zu TTG mutiert, so dass Konstrukte mit 
beiden Startcodons, ohne Startcodons oder mit nur jeweils dem ersten oder dem zweiten Startcodon 
entstanden. Mittels einer weiteren Mutagenese-PCR wurde jeweils der T6K-Polymorphismus 
eingefügt. Nach Expression in COS-7-Zellen und Messung der Fluoreszenzintensität kann so eine 
Aussage über die Translationseffizienz getroffen werden. 
 
Durchführung: 1 µg Plasmid wurde mit 4 µl Metafectene in je 4 wells einer mit COS-7 Zellen 
bewachsenen 48-well-Zellkulturplatte transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 
mit 100 µl/well Lysispuffer (s. 3.4.4.) bei 4°C unter Schütteln lysiert. Je 90 µl Lysat wurden in ein well 
einer 98-well-Mikrotiterplatte transferiert, im Fluoreszenzmeßgerät (CytoFluor™, Millipore, Bedford, 
USA) mit Licht der Wellenlänge von 480 nm angeregt und die Fluoreszenz bei 530 nm gemessen. 
 
3.7. Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen 
Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde mit verschiedenen Fragmenten ein Yeast-
Two-Hybrid-Screen (Y2H) durchgeführt. Positive Interaktionen wurden mittels eines in vitro GST-
Pulldown-Assays verifiziert. 
3.7.1. Klonierung von TrkB, TrkA und Sept3 
Zur Klonierung von humanem TrkB, TrkA und Sept3 wurde zunächst kommerziell erworbene humane 
Gehirn-RNA unter Verwendung des Omniscript™-RT-Kits (Quiagen, Hilden) und eines Oligo-dT-
Primers (Invitrogen, Karlsruhe) in cDNA umgeschrieben. Aus der so generierten cDNA wurden dann 
mit entsprechenden Primern die Zielgene mit Taq-Polymerase amplifiziert. Zur Optimierung der 
Annealingtemperatur wurde ein Gradiententhermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf) benutzt. 
Der zwölfstufige Gradient reichte von 50-70°C. Die Elongationszeit wurde ausreichend lang gewählt 
(ca. 1 min pro 1 kB) und es wurden 40 Zyklen durchlaufen. Die Amplifikate wurden nach Gelelution in 
den pCR-2.1 Vektor zwischenkloniert. 
3.7.2. Klonierung der Fragmente für den Yeast-Two-Hybrid-Screen 
Zur Umklonierung wurden die jeweiligen Fragmente mit SalI- bzw. NotI-Schnittstellen beinhaltenden 
Primern von den Vektoren mit der gesamten cDNA amplifiziert, aufgereinigt, verdaut und in den 
Hefevektor pBTM117c ligiert (Vektorkarte im Anhang). Beim Design der Primer wurde der 
Leserahmen berücksichtigt, so daß ein Hybridprotein mit der vom Vektor kodierten LexA-DNA-
Bindungsdomäne entstand. 
3.7.3. Umklonierung von Sept3 in den Vektor pGEX-6P-2 
Für die Pulldown-Assays wurde das im Y2H-Screen gefundene Sept3-Fragment aus dem Library-
Vektor pACT4-1b über SalI/NotI-Schnittstellen in das Bekterienexpressionsplasmid pGEX-6p-2 
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umgehängt. Dieses war möglich, da sich die aminoterminale SalI-Schnittstelle in den Vektoren im 
gleichen Leserahmen bezüglich zu den N-terminalen für die Gal4-Aktivierungsdomäne bzw. die 
Glutathion-S-Transferase kodierenden Sequenzen befand. 
3.7.4. Klonierung von TrkB-Fragmenten für die Expression in COS-7-Zellen  
Zur Expression von TrkB-Fragmenten in COS-7 Zellen für die Pulldown-Assays, wurden Fragmente 
von einem die TrkB cDNA beinhaltendem Plasmid in einer 10-Zyklen PCR amplifiziert. Zur späteren 
Detektion im Westernblot codierten die Senseprimer außerdem für einen HA-Tag. Der 
Rückwärtsprimer trug die für die spätere Klonierung nötige XhoI-Schnittstelle. Das Produkt wurde in 
den pCR2.1 Vektor zwischenkloniert. Zur Ligation in den pcDNA3 Vektor wurden die aus dem pCR2.1 
gewonnene EcoRI- und die im Primer kodierte XhoI-Schnittstellen verwendet. 
3.7.5. Overlap-PCR 
Zur Klonierung eines TrkB/A/B-Hybridkonstruktes wurde eine mehrstufige Overlap-PCR-Technik 
eingesetzt. Zunächst wurden in zwei separaten PCRs zwei einzelne TrkB kodierende Fragmente von 
einem TrkB beinhaltenden Plasmid-Template amplifiziert (PCR1 und PCR2 in Abb. 7A). In einer 
dritten PCR wurde die ins Endkonstrukt einzubauende Region von einem TrkA beinhaltendem 
Plasmid Template mit Primern, deren 3’-Teile mit TrkB homolog waren, ein weiteres Fragment 
amplifiziert. Dieses Fragment (PCR 3 in Abb. 7A) bestand aus einer TrkA-Sequenz und wies an 
beiden Enden je ~ 20 bp kurze, zu TrkB homologe Sequenzen auf. In einer ersten Overlap-PCR 
wurden die PCR-Produkte 1 und 3, die Senseprimer des Fragmentes 1 und der Antisenseprimer des 
Fragmentes 2 verwendet, um das aminoterminale Hybrid (PCR4 in Abb. 7B) zu amplifizieren. Das 
PCR-Produkt beinhaltete 5’ den HA-Tag und TrkB, dann die in PCR 3 amplifizierte TrkA Sequenz und 
























Abbildung 7: Schematische Darstellung der mehrstufigen Overlap-PCR. (A) Amplifikation der 
Teilfragmente von Plasmid-DNA. (B) Eingesetzte Fragmente und Primer zur Amplifikation des 
Hybridkonstruktes TrkBAB. Für TrkB kodierende DNA-Fragmente sind hellgrau, für TrkA kodierende 
Fragmente sind dunkelgrau dargestellt. 
 
Dieses PCR-Produkt wurde wiederum in der zweiten Overlap-PCR mit dem Produkt aus der PCR2 
und dem Senseprimer des ersten Fragmentes und dem Antisenseprimer des dritten Fragmentes 
 
 Material und Methoden 34 
eingesetzt. Das Produkt dieser PCR (TrkBAB) wurde anschließend über EcoRI/XhoI in den 
Expressionvektor pcDNA-3 (Clontech) kloniert. 
3.7.6. Yeast-2-Hybrid Screen 
Der automatisierte Y2H-Screen wurde von Heike Göhler in der Arbeitsgruppe von Prof. Wanker (MDC 
Berlin-Buch) in einer Kooperation im Rahmen des SFB 577 durchgeführt. Es wurde gegen eine 
humane Gehirn-cDNA Library gescreent (Göhler et al., 2004). 
3.7.7. In-Vitro Bindungs Assay 
Prinzip: Zum Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion wird eines der zu untersuchenden Proteine 
mit einem GST-Tag versehen in Escherichia coli, das andere Protein mit einem HA-Tag in 
Säugerzellen exprimiert. Nach Bindung des GST-Proteins an Gluthathion-Agarose-Beads werden 
beide Lysate vereinigt, coimmunoprezipitiert und das HA-markierte Protein immunologisch über einen 
Western-Blot detektiert. Die Protein-Protein-Interaktion findet dabei in vitro statt. 
 
Durchführung: 20 ml E.coli-Expressionsmedium wurden mit entsprechenden Glycerolstocks als 
Vorkultur angeimpft. Nach Inkubation über Nacht bei 37°C im Schüttler wurden mit der Vorkultur 400 
ml Expressionsmedium inokuliert. Diese wuchs unter Schütteln bei 18°C bis zu einer OD500 von 0,5, 
wurde dann mit 50 mg Isopropyl-β-D-‚Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und weiter bei 18°C 
geschüttelt. Am nächsten Tag wurden die Zellen abzentrifugiert, mit kaltem PBS gewaschen und in 20 
ml Lysispuffer aufgenommen. Die Bakterien wurden zunächst für 45 min chemisch lysiert und dann 
zweimal für je 1min auf Eis und mit 2 min Pause sonifiziert (Bandelin Sonoplus). Dem Lysat wurde 
TritonX zugegeben, bis eine Konzentration von 0,5% erreicht war. Nach einer fünfminütigen 
Inkubation auf Eis wurde das Lysat für 30 min bei 16000 rpm und 4°C zentrifugiert. Über Nacht waren 
GST-Sepharose Beads in Aqua bidest. bei 4°C gequollen. Diese wurden mit PBS und in GST-
Bindungspuffer gewaschen (Zentrifugation bei ca. 90g). Die Beads wurden dann in einem vierfachen 
Volumen GST-Bindungspuffer aufgenommen. 10 ml E. coli Lysat wurden für 1 Stunde bei 4°C und bei 
langsamer Rotation mit 200 µl der GST-Bead-Suspension inkubiert. Dann wurden die Beads mit GST-
Bindungspuffer gewaschen und in ein Eppendorfgefäß überführt. Parallel zur Proteinexpression in 
Bakterienzellen wurde eine mit COS-7-Zellen bewachsene 175 cm2 Zellkulturflasche mit 14 µg des 
pcDNA3-HA-Konstrukts und 40 µl Metafectene transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die 
Zellen mit PBS gewaschen, abgeschabt und bei 2000 rpm für 3 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde 
in 1 ml HEPES-Lysepuffer aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Die Proteinkonzentration 
wurde mittels des BCATM-Protein-Assay-Kits (Pierce, Rockford, USA) vorgenommen. Zur 
Proteinbindung wurde ein entsprechendes Volumen des COS-7 Lysates zu den Beads hinzugefügt 
und auf ca. 500µl mit GST-Bindungspuffer aufgefüllt. Die anschließende Inkubation erfolgte bei 4°C 
und bei langsamer Rotation für 4 – 5 Stunden. Die Beads wurden dann sechsmal mit 750 µl GST-
Bindungspuffer gewaschen und dann in 40 µl 2X Loading-Puffer aufgenommen und 5 min bei 99°C 
denaturiert. Von dem Überstand wurden 20 µl auf ein 10 %iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen 
und aufgetrennt. Für den Westernblot wurden das Gel und eine mit H20 aktivierte 
Nitrozellulosemembran in Transferpuffer äquilibriert. Mittels des Trans-Blot®Semi-Dry Gerätes (Biorad, 
Hercules, USA) bei 15 V für 30 min auf die Membran transferiert. Die Membran wurde dann für 5 min 
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mit TBS gewaschen und mit Blockingpuffer geblockt. Der Anti-HA-Biotin-Antikörper wurde 1:400 in 
Blockingpuffer verdünnt und die Membran für 2 Stunden mit der Antikörperlösung inkubiert, 3 X 5 min 
mit TBST gewaschen und eine weitere Stunde mit 1:5000 in Blockingpuffer verdünntem 
peroxidasekonjugiertem Streptavidin hybridisiert. Nach 4 fünfminütigen TBST-Waschschritten wurden 
500 µl Lumi-Glow (Pierce, Rockford, USA) als Substrat auf den Blot gegeben. Im Dunkeln wurde ein 
Röntgenfilm für 5-10 Minuten auf den Blot zur Belichtung gelegt und dann entwickelt. 
 
Bakterienlysepuffer  Säugerzelllysepuffer 
HEPES pH7,4 50 mM  HEPES pH7,4 50 mM 
NaCl 150 mM  NaCl 150 mM 
Glycerin 10 %  Glycerin 10 % 
MgCl2 5 mM  Nonidet-P40 1 % 
NaF 20 mM  NaF 20 mM 
DTT 1 mM  DTT 1 mM 
EDTA 2 mM  MgCl2 1,5 mM 
Pefabloc SC 0,1 mg/ml  EDTA 2 mM 
Leupeptin 2,5 µg/ml  Pefabloc SC 0,1 mg/ml 
Lysozym 0,5 mg/ml  Leupeptin 2,5 µg/ml 
   Benzonase 2,5 U/ml 
 
GST-Bindungspuffer  Expressionsmedium pH 7,0 
HEPES pH7,4 50 mM Tryptone 16 g/l 
NaCl 150 mM Hefeextrakt 10 g/l 
Glycerin 10% NaCl 5 g/l 
TritonX-100 0,5% MOPS-KOH (pH 7,9) 50 mM 
Nonidet-P40 1% Glucose 0,2% 
NaF 20 mM Thiamin 20 mg 
DTT 1 mM Prolin 0,01 mM 
MgCl2 1,5 mM   
EDTA 2 mM   
Pefabloc SC 0,1 mg/ml   




3.7.8. Konfokale Mikroskopie 
Zur Visualisierung der subzellulären Colokalisation von fluoreszenzmarkierten Proteinen in 
differenzierten PC12-Zellen wurden diese nach Nukleofektion auf Glasplättchen kultiviert. Der 
Objektträger wurde dann in die Messkammer des LSM 510 META (Zeiss, Jena) Mikroskops 
eingespannt und mit HBS-Puffer überschichtet. Die Anregung der Proteine erfolgte bei Wellenlängen 
von 458 nm bzw. 488 nm. Als Emisssionfilter wurde ein LP505 Filter verwendet. 
HBS pH 7,5    
HEPES 10 mM    
NaCl 128 mM    
KCl 6 mM    
MgCl2 1 mM    
CaCl2 1 mM    
Glucose 5,5 mM    
BSA 0,2 %    
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3.8. Auswertungen und Statistiken 
Bindungs- und Dosis-Wirkungs-Kurven sowie Balkendiagramme wurden mit dem Programm 
GraphPadPrism 4 (GraphPad Software, LaJolla, USA) erstellt. Mit diesem Programm wurden auch die 
EC50-, IC50- und Emax-Werte bestimmt und die One-Way-ANOVA Teste durchgeführt. Für die 
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4. Ergebnisse 
4.1. Klonierung von orthologen MC4R-Rezeptoren zur Bestimmung des 
Konservierungsgrades 
Für einen Vergleich von orthologen MC4-Rezeptoren verschiedener Spezies wurden zunächst 
öffentliche Datenbanken nach bereits veröffentlichten MC4R-Sequenzen durchsucht. Anhand dieser 
Sequenzen wurden dann Primer zur Amplifikation weiterer orthologer Sequenzen entworfen (siehe 
Anhang). Schon aus dem Vergleich der Datenbanksequenzen erkannte man eine äußerst hohe 
Variabilität der Sequenz der Aminotermini, daher ist es nicht verwunderlich, dass nur wenige 
Orthologe mit der gesamten Länge kloniert werden konnten. Am besten zur Amplifikation von Säuger-
Orthologen stellte sich hierbei die Primerpaarung Oligo34/Oligo32 heraus, mit der ein Großteil der 
orthologen Rezeptoren vom Ende des Aminoterminus bis zum Beginn des Carboxyterminus 
amplifiziert werden konnten. Insgesamt gelang es so, 38 bisher nicht veröffentlichte orthologe 
Rezeptoren zu klonieren. Die daraus resultierenden Aminosäuresequenzen wurden zusammen mit 32 
aus den Datenbanken gesammelten Sequenzen abgeglichen und der Variationsgrad jeder 
Aminosäure bestimmt (das Alignment aller Sequenzen befindet sich im Anhang). Hieraus ist 
ersichtlich, dass es bis auf die erste extrazelluläre Schleife und die N- und C-Termini keine 
Längenvariationen im MC4R gibt. Die erste extrazelluläre Schleife ist besonders variabel und ist in 
den Fischorthologen und im Schnabeltier eine Aminosäure länger. In Abb. 8 ist die Konservierung der 
einzelnen Aminosäuren in drei Abstufungen in einem zweidimensionalen Modell des MC4R 
angegeben. In dieser Abbildung sind Aminosäuren, die in allen untersuchten orthologen Rezeptoren 
identisch sind, schwarz gekennzeichnet. 
 
Abbildung 8: Konservierung der einzelnen Aminosäuren des MC4R. Die Aminosäuresequenz des 
humanen MC4R ist angegeben. Aminosäuren die in den Vertebraten MC4R konserviert sind, sind 
schwarz gekennzeichnet. Positionen, die nur zwischen zwei Aminosäuren unterscheiden, sind grau 
gekennzeichnet. Weiße Positionen symbolisieren nicht konservierte Aminosäuren. 
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Positionen, an denen sich die Rezeptoren um höchstens eine Aminosäure unterscheiden sind grau, 
Positionen die sich um zwei oder mehr Aminosäuren unterscheiden sind weiß gekennzeichnet. Aus 
Abb. 8 ist ersichtlich, dass die Transmembrandomäne 4 am geringsten konserviert ist. TM 3 weist die 
geringsten Aminosäurevariationen auf. Die erste und zweite intrazelluläre Schleife sowie die dritte 
extrazelluläre Schleife weisen einen hohen Anteil an 100% konservierten Aminosäuren auf. 
4.1.1. Funktionelle Charakterisierung von orthologen/humanen MC4R-Hybridkonstrukten 
In einem auf die erste PCR folgenden Reamplifikationsschritt konnten am 5’-Ende die Schnittstelle für 
Bsu36i und am 3’-Ende die für BspEI angefügt werden (Oligo30 und 28 bzw. 29). Diese beiden 
Schnittstellen sind bereits im humanen MC4R enthalten, daher konnte über sie die Einklonierung in 
den eukaryotischen Expressionsvektor pcDps-MC4R-N-HA erfolgen, wodurch Hybridkonstrukte 
erzeugt wurden, die aus dem humanen Amino- und Carboxytermini und den orthologen 
Transmembrandomänen und sowohl intra- als auch extrazellulären Schleifen bestanden. Diese 
Hybridkonstrukte wurden nun auf ihre Signaltransduktionseigenschaften sowie 
Zelloberflächenexpression und Ligandenbindung untersucht. Dafür wurden zunächst folgende acht 
Konstrukte ausgewählt: Minkwal, Baikalrobbe, Faultier, Fledermaus, Klippschliefer, fette Sandratte 
Eisbär und Heilbutt. Alle Konstrukte wurden ähnlich gut auf der Zelloberfläche exprimiert (Abb. 9A, 
Tab. 1A). Es fanden sich zwar Unterschiede in den EC50 Werten von α-, β-, und NDP-α-MSH im 
cAMP-Akkumulationsassay, diese waren aber stets geringer als eine Größenordnung und wurden 
daher als physiologisch nicht relevant eingeordnet (Tab. 1B). Exemplarisch sind Dosis-Wirkungs-
Kurven für NDP-α-MSH gezeigt (Abb. 9B). Das Gleiche gilt für die Bindung von verschiedenen 
Agonisten (α-, β-,γ-MSH und ACTH). Exemplarisch ist die Bindungskurve für NDP-α-MSH in 
Abbildung 9C dargestellt. Die Unterschiede in den IC50 Werten waren hier geringer als das 10-fache, 
ausgenommen der IC50 der Bindung von ACTH an den MC4R der fetten Sandratte verglichen mit dem 
hMC4R (15-faches Verhältnis; Tab. 1A). Auch die relativ zueinander ins Verhältnis gesetzten IC50-
Werte zeigten nur geringe Abweichungen voneinander. Zusammenfassend konnte kein dramatischer 
Funktionsverlust eines der exemplarisch untersuchten MC4R-Orthologe festgestellt werden. Ein 
Aminosäurealignment für den klonierten Bereich der untersuchten Spezies ist in Abb. 10 angegeben. 
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Abbildung 9: Oberflächenexpression, Signaltransduktions- und Bindungseigenschaften einiger 
Orthologer MC4R-Hybridkonstrukte im Vergleich mit dem humanen MC4R-WT.  (A) 
Aminoterminal HA-getaggte Rezeptorkonstrukte wurden 48h nach Transfektion in COS-7 Zellen 
formaldehydfixiert und mit einem anti-HA-Biotin Antikörperkonjugat und Streptavidin-POD detektiert. 
Peroxidaseaktivität wurde photometrisch gemessen, die optische Dichte (OD) einer GFP-transfizierten 
Kontrolle wurde abgezogen. Die Werte wurden dann auf die OD des WT-MC4R bezogen. Die 
Abbilding zeigt Mittelwerte ± Standardabweichung. (B) 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
Rezeptor exprimierenden COS-7 Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von NDP-α-
MSH für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt 
und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen Counts per Minute (cpm) wurden mit dem Basalwert 
des WT normalisiert. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je 3 mal wiederholt. Die 
Grafiken repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte reichten von 195 
bis 2758 cpm. (C) 48 Stunden nach Transfektion wurden die Rezeptor exprimierenden COS-7 Zellen 
mit aufsteigenden Konzentrationen von nicht markiertem NDP-α-MSH und einer konstanten 
Konzentration von 125I-NDP-α-MSH über Nacht bei 4°C kompetitiert. Die Bindung von 125I-NDP-α-MSH 
ist auf der Ordinate als cpm angegeben. Ein repräsentatives Experiment von drei unabhängigen 
Experimenten ist abgebildet. 
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 cAMP-Akkumulationsassay 
 α-MSH β-MSH NDP-α-MSH Verhältnis 


















           
hMC4R 1 100 5,7 ± 1,4 1 100 12,9 ± 5,3 1 100,0 0,72 ± 0,09 1 : 2,3 : 0,13 
Minkwal 1,5 ± 0,3 84,7 ± 15,3 5,7 ± 3,2 2,1 ± 0,5 141,5 ±15,4 19,4 ± 6,0 1,7 ± 0,4 100,0 ± 24,2 0,75 ± 0,23 1 : 3,4 : 0,13 
Baikalrobbe 0,3 ± 0,2 59,7 ± 4,2 1,0 ± 0,5 1,3 ± 0,5 121,5 ± 41,5 19,5 ± 1,6 1,1 ± 0,1 109,1 ±21,2 0,73 ± 0,14 1 : 19,5 : 0,73 
Faultier 1,3 ± 0,2 109,7 ± 25,0 4,6 ± 0,7 1,5 ± 0,1 149,2 ± 1,5 8,3 ± 3,0 1,2 ± 0,2 107,6 ± 16,7 0,91 ± 0,21 1 : 1,8 : 0,20 
Fledermaus 1,6 ± 0,1 87,5 ± 1,4 1,9 ± 0,6 2,7 ± 0,5 178,5 ± 70,8 14,4 ± 2,7 1,8 ± 0,1 104,5 ± 21,1 0,92 ± 0,20 1 : 7,6 : 0,48 
Klippschliefer 0,8 ± 0,3 90,3 ± 8,3 4,8 ± 2,1 1,7 ± 0,7 158,5 ± 49,2 19,7 ± 6,4 0,8 ± 0,2 112,1 ± 22,7 0,94 ± 0,29 1 : 4,1 : 0,20 
Fette Sandratte 1,0 ± 0,1 75,0 ± 6,9 2,4 ± 0,7 1,8 ± 0,5 163,1 ± 64,6 14,5 ± 0,8 1,5 ± 0,4 98,5 ± 18,2 0,65 ± 0,12 1 : 6,0 : 0,27 
Braunbär 1,4 ± 0,2 101,4 ± 22,2 2,3 ± 0,8 1,0 ± 0,1 86,2 ± 27,2 13,1 ± 7,2 0,5 ± 0,1 72,6 ± 16,6 0,19 ± 0,06 1 : 5,7 : 0,08 
Eisbär 1,0 ± 0,2 87,5 ± 15,3 3,2 ± 1,5 0,8 ± 0,1 92,3 ± 18,5 16,6 ± 3,4 1,0 ± 0,4 93,9 ± 39,4 0,45 ± 0,26 1 : 5,2 : 0,14 
Heilbutt 1,1 ± 0,3 63,9 ± 2,8 3,8 ± 2,2 1,4 ± 0,2 115,4 ± 41,5 9,4 ± 2,9 1,5 ± 0,3 103,0 ± 34,8 1,60 ± 0,66 1 : 2,5 : 0,40 
hMC4R V95I 0,9 ± 0,1 102 ± 28 2,3 ± 0,6 0,8 ± 0,1 97,1 ± 9,4 17,6 ± 8,8 0,7 ± 0,2 80 ± 6,6 0,5 ± 0,03 1 : 7,6 : 0,22 
Tabelle 1: Ergebnisse der Bindungsstudien, Oberflächenexpression und cAMP-Akkumulationsassays. Die Werte sind als Mittelwerte ± 
Standardabweichung angegeben und wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten ermittelt. Die cAMP-Assays und Bindungsassays wurden in 










 Verdrängung von [125I ]-NDP-α-MSH Verhältnis 
α-MSH β-MSH γ-MSH ACTH NDP-α-MSH α- : β- : γ-MSH : ACTH 
Oberflächen-
expression Ortholog 
IC50 [nM]  (% hMC4R) 
        
hMC4R 154,3 ± 10,6 276,2 ± 64,3 915,3 ± 235,6 293,3 ± 5,3 13.6 ± 1.0 1 : 1,8 : 5,9 : 2,5 102 ± 15 
Minkwal 130,8 ± 17,4 350,9 ± 72,2 1261,6 ± 410,4 155,2 ± 95,3 11.8 ± 1.3 1 : 2,7 : 9,6 : 2,8 99 ± 18 
Baikalrobbe 85,1 ± 1,0 216,7 ± 34,8 589,4 ± 209,8 95,5 ± 42,4 5.3 ± 1.5 1 : 2,5 : 6,9 : 2,9 95 ± 4 
Faultier 99,8 ± 9,0 243,3 ± 64,2 804,2 ± 287,9 106,2 ± 44,2 7.7 ± 2.0 1 : 2,4 : 8,1 : 1,4 104 ± 20 
Fledermaus 82,4 ± 7,1 233,8 ± 52,0 231,5 ± 76,4 82,3 ± 13,6 11.3 ± 2.9 1 : 2,8 : 2,8 : 1,8 101 ± 28 
Klippschliefer 97,2 ± 23,9 209,4 ± 60,9 746,5 ± 412,4 129,8 ± 10,3 11.7 ± 0.9 1 : 2,2 : 7,7 : 0,3 101 ± 8 
Fette Sandratte 82,4 ± 4,9 153,0 ± 30,8 379,2 ± 121,3 20,7 ± 4,6 7.5 ± 2.4 1 : 1,9 : 4,6 : 1,2 88 ± 11 
Eisbär 177,8 ± 16,4 277,0 ± 77,0 1332,0 ± 459,2 263,7 ± 98,8 9.1 ± 3.0 1 : 1,6 : 7,5 : 0,8 88 ± 9 

























Abbildung 10: Aminosäurealignment der funktionell charaktreisierten MC4R Orthologe. Das 
Alignment zeigt den Bereich zwischen der Bsu36i und der BspEI Schnittstelle. Die Aminosäuren des 
humanen MC4R sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Mit dem humanen MC4R identische 
Aminosäuren der orthologen Proteine sind durch Punkte gekennzeichnet, bei einer unterschiedlichen 
Aminosäure ist diese als Buchstabe angegeben. Die Trivialnamen der Spezies sind angegeben 
(Mensch: Homo sapiens; Minkwal: Balaenoptera acutorostrata, Robbe: Phoca sibirica, Faultier: 
Choloepus didactylus, Fledermaus: Myotis albescens, Klippschliefer: Procavia capensis, Fette 
Sandratte: Psammomys obesus, Braunbär: Ursus arctos, Eisbär: Ursus maritimus, Heilbutt: 
Hippoglossus hippoglossus.) 
Als nächstes wurden ~60 in der Literatur beschriebene Punktmutationen des humanen MC4R und 
deren Auswirkung auf die Funktionalität des Rezeptors mit den natürlichen Variationen in den 
orthologen MC4-Rezeptoren verglichen. 46% der beschriebenen Austausche verursachen einen 
partiellen oder vollständigen Funktionsverlust, bei 44% wurde keine Auswirkung auf die 
Rezeptorfunktion beschrieben. Von den beschriebenen Mutationen mit partiellem oder vollständigem 
Funktionsverlust waren 92% (33 von 36) an konservierten Positionen und 58% (18 von 31) der 
Mutationen ohne Einschränkung der Rezeptorfunktion an nicht konservierten Positionen (Tab. 2). 
 
4.1.2. Vergleich der in der Literatur beschriebenen MC4R-Mutation mit der Konservierung 
der Position 
 Ergebnisse  42 
 
Tabelle 2: Vergleich der Auswirkung von humanen MC4R Mutationen auf die Rezeptorfunktion 
mit dem Konservierungsgrad der betroffenen Aminosäure. In der Literatur sind >60 verschiedene 
Missensemutationen beschrieben, von denen ca. 90% funktionell charakterisiert wurden. Diese 
wurden mit der Konservierung der jeweiligen Aminosäure in 70 orthologen MC4R (siehe Abb. 3, Abb. 
8 und Tab. A1) korreliert. Einige Mutationen wurden mit gegensätzlichen Ergebnissen charakterisiert. 
Diese wurden dann individuell ausgewertet. 
Konservierung Funktion wie WT Partieller oder vollständiger 
Funktionsverlust 
>2 Aminosäuren 18 3 
2 Aminosäuren 8 9 
1 Aminosäure 5 24 
 
4.1.3. Reevaluation der humanen MC4R Mutation V95I 
Einige im Menschen als Mutation gefundene Aminosäureaustausche findet man in orthologen 
Rezeptoren wieder. So findet man den Austausch von Valin zu Isoleucin an Position 95 im MC4R des 
Eisbären (Hinney et al., 2003). Die dort durchgeführte funktionelle Charakterisierung ergab einen 
vollständigen Funktionsverlust der V95I-Mutation. Ein funktionsunfähiger MC4R könnte dem Eisbären 
als maritimen Säugetier Vorteile in seinem arktischen Lebensraum durch eine effizientere 
Fettakkumulation als Schutz vor Kälte oder durch einen verbesserten Auftrieb im Wasser bringen. Der 
Eisbären-MC4R weist allerdings in funktionellen Untersuchungen keinen großen Unterschied zu den 
Signaltransduktionseigenschaften des humanen MC4R auf (Tab. 1, Abb. 12). Um zu überprüfen, ob 
auch andere Spezies der Ursidae diesen Austausch aufweisen, wurden die MC4R-Sequenzen von 
sechs weiteren Bärenarten, und wenn möglich auch von verschiedenen Individuen, bestimmt. In Abb. 
11 ist das Aminosäurealignment in der Umgebung der Mutation dargestellt. Bis auf den Eisbären 
wurde in allen Spezies die Valin-Variante gefunden.  
 
Abbildung 11: Aminosäurealignment von Bären-MC4R verglichen mit dem humanen MC4R. Es 
ist ein Ausschnitt um die Region der zweiten Transmembrandomäne (TMD2) und der ersten 
extrazellulären Schleife (ECL1) gezeigt. Der Trivialname der jeweiligen Spezies ist links angegeben, 
die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der sequenzierten Individuen an. Der V95I Austausch des 
Eisbären ist schwarz hinterlegt. 
 
Um die publizierten Ergebnisse zu verifizieren, wurde die humane V95I-Mutation durch ortsgerichtete 
Mutagenese hergestellt und funktionell charakterisiert. Im Gegensatz zu den veröffentlichten Daten 
konnte hier keine Veränderung der Funktion festgestellt werden. Die EC50-Werte lagen in den 
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Größenordnungen des WT-MC4R. Die Emax-Werte waren bei der V95I-Mutante nur bei NDP-α-MSH 
geringfügig erniedrigt. (Abb 12, Tab. 1). Im Gegensatz zu dem beschriebenen vollständigen 
Funktionsverlust verhält sich die V95I-Mutation eher wie der WT als eine Mutation mit vollständigem 
Funktionsverlust. Auch zwischen den Funktionen der MC4-Rezeptoren von Braun- und Eisbär wurden 
keine Unterschiede gefunden, abgesehen von einer etwas geringeren Maximalaktivität. 
Zusammenfassend konnten keine Unterschiede zwischen der V95 und der I95 Variante festgestellt 
werden. Die Identifikation und Reevaluation der V95I Mutante veranschaulicht an einem Beispiel, wie 
mit der Hilfe des Aminosäurealignments die Auswertung und Interpretation von humanen Mutationen 
erleichtert werden kann. 


































































































































Abbildung 12: Signaltransduktionseigenschaften der Eis- und Braunbären-MC4R und der V95I 
Mutation im Vergleich mit dem humanen MC4R-WT. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
Rezeptor exprimierenden COS-7 Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von α-MSH (A) 
und β-MSH (B) für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch 
aufgereinigt und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT 
normalisiert. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je 3 mal wiederholt. Die Grafiken 
repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte reichten von 183 bis 2258 
cpm. 
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4.2. Punktmutationen in murinen Melanocortinrezeptoren 
In einem Spermienarchiv N-Ethyl-N-Nitrosurea (ENU) behandelter Mäuse der Firma Ingenium wurden 
in einem Screening verschiedene Punktmutationen in den Genen Mc3r und Mc4r identifiziert. Im für 
den MC3R codierenden Gen waren dies die Missensemutationen Y152C in der zweiten intrazellulären 
Schleife, L247G und T267P am amino- bzw. carboxyterminalem Ende der sechsten 
Transmembrandomäne (Abb.13). Im Mc4r Gen wurden Mutationen gefunden, die die 
Aminosäureaustausche Y21H im Aminoterminus, R147S im carboxyterminalen Teil der dritten 
Transmembrandomäne, I194F im aminoterminalen Teil der fünften Transmembrandomäne, M281R im 
aminoterminalen Teil und Y302C im carboxyterminalen Teil der siebenten Transmembrandomäne 
bewirken. Zusätzlich wurde die Mutation S25G untersucht, die in einer Mauslinie, welche als 
besonders anfällig für diätinduzierte Adipositas im Fachbereich Biologie der Universität Marburg in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Martin Klingenspor identifiziert wurde. Diese Mutation befindet sich wie die 















Abbildung 13: Schematische Darstellung der gefundenen murinen Melanocortinrezeptor-
Mutationen. Die jeweils sieben Transmembrandomänen sind als Rechtecke dargestellt. Die Lage der 
gefundenen Mutationen und der jeweilige Aminosäureaustausch sind dargestellt. 
 
4.2.1. Funktionelle Charakterisierung der murinen Melanocortinrezeptor-Mutationen 
Zur funktionellen Charakterisierung wurde die mutierte DNA per PCR mit einem Hämagglutinin-Tag 
versehen und in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDps kloniert. Die Plasmide wurden dann 
transient in COS-7-Zellen transfiziert um das mutierte Protein zu exprimieren. Die Rezeptoren wurden 
auf Oberflächenexpression, cAMP-Akkumulation und teilweise auf Ligandenbindungseigenschaften 
untersucht. 
 
4.2.2. Untersuchung der Oberflächenexpression der mutierten MC3R 
Die Y152C-Mutation wies eine mit dem Wildtyp MC3R vergleichbare Oberflächenexpression auf, 
während sich bei der L247G-Mutation eine leichte Reduktion der Oberflächenexpression feststellen 
ließ. Die T267P-Mutation hingegen zeigte eine deutliche, um über zwei Drittel verringerte 
Oberflächenexpression (Abb. 14 und Tab. 3). 
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Abbildung 14: Oberflächenexpression der murinen MC3-Rezeptor-Mutanten. COS-7-Zellen 
wurden mit dem WT-MC3R und den Mutantenkonstrukten transfiziert. Nach drei Tagen wurden die 
Zellen formaldehydfixiert und der extrazelluläre Hämagglutinin-Tag immunochemisch quantifiziert. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichung aus drei bis vier unabhängigen, jeweils in 
Hexplikaten durchgeführten Experimenten. *: p<0,001 bei One-Way ANOVA mit anschliessendem 
Tukey Test. 
 
4.2.3. Untersuchung der Signaltransduktionseigenschaften der murinen MC3R Mutanten 
Zur Untersuchung der Signaltranduktion wurde nach Stimulation eines dekadisch verdünnten 
Agonisten die Akkumulation von cAMP als sekundärer Botenstoff in transient transfizierten COS-7-
Zellen gemessen. Als Liganden wurden die physiologisch relevanten Peptide α-MSH, β-MSH, γ-MSH 
sowie der synthetische hochpotente Ligand NDP-α-MSH verwendet. Die Mutationen Y152C und 
L247G zeigten bei der Stimulation mit allen Liganden eine Verringerung der Maximalstimulation Emax 
(Abb.15, Tab. 3). Die halbmaximale Ligandenkonzentration EC50 ist bei der L247G-Mutation 
verglichen mit dem Wildtyprezeptor um das Doppelte erhöht, während die EC50 der Y152C-Mutation 
nicht verändert ist. Der Rezeptor mit dem T267P-Austausch weist eine stark verminderte 
Signaltransduktionsfähigkeit auf. Durch die sehr niedrige Maximalstimulation ist es in diesem Fall auch 
nicht sinnvoll eine EC50 zu bestimmen. Diese niedrige Stimulierbarkeit reflektiert die stark verminderte 
Expression an der Zelloberfläche. 
 
Zusammenfassend konnte für die murinen MC3R Mutanten Y152C und L247G ein partieller, für die 
T267P-Mutante ein kompletter Funktionsverlust in vitro festgestellt werden. 
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Abbildung 15: cAMP-Akkumulationsassays der mMC3R-Mutanten Y152C, L247G und T267P 
verglichen mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden 
COS-7 Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von (A) NDP-α-MSH, (B) α-MSH , (C) β-
MSH und (D) γ-MSH für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden 
mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je 
dreimal wiederholt. Die Grafiken repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen 
Werte reichten von 191 bis 2909 cpm. 
 
4.2.4. Evolutionäre Konservierung der in den murinen MC3R mutierten Aminosäuren 
Die in den Rezeptoren mutierten Aminosäuren wurden auf ihren evolutionären Konservierungsgrad 
überprüft. Hierzu wurden aus einer Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
Aminosäuresequenzen von MC3R verschiedener Spezies verglichen (Abb. 16). Für die Y152C- und 
die L247G-Mutationen ergab der Sequenzabgleich, dass das Tyrosin bzw. das Leucin an der 
jeweiligen Stelle in den neun in der Datenbank publizierten orthologen Rezeptoren zu 100% 
konserviert sind. Das Tryptophan an Position 267 ist in den Fischen und einer Amphibie zu einem 
Serin ausgetauscht. Einen in der Mausmutation gefundenen Austausch zu Prolin, das in der 
Sekundärstruktur einen Knick der Alphahelix bewirken kann und so die Anordnung des Helixbündels 
stört, existiert in den neun Spezies aber nicht.  
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icl 2 TM6
 
Abbildung 16: Aminosäurealignment neun orthologer MC3 Rezeptoren. Die in den murinen 
Rezeptoren mutierten Reste sind durch Kästen gekennzeichnet, 100%ige Konservierung ist durch 
Sterne dargestellt. Punkte in den Aminosäuresequenzen symbolisieren eine identische Aminosäure 
verglichen mit dem humanen Rezeptor. icl2: zweite intrazelluläre Schleife, TM6: 
Transmembrandomäne 6. 
 
4.2.5. Untersuchung der Oberflächenexpression der mutierten MC4R 
In der Expression auf der Zelloberfläche weisen die aminoterminalen Mutationen Y21H und S25G 
sowie die Mutationen R147S und I194F keine Veränderung verglichen mit dem Wildtyp auf (Abb. 17). 
Im Gegensatz dazu sind nur halb so viel Rezeptoren der M281R-Mutante auf der  Zelloberfläche 
exprimiert. Die Y302C-Mutation verursacht eine Reduktion der Oberflächenexpression auf ungefähr 
65% des Wildtyplevels.  
 
 
Abbildung 17: Oberflächenexpression der murinen MC4-Rezeptor-Mutanten. COS-7-Zellen 
wurden mit dem WT-MC4R und den Mutantenkonstrukten transfiziert. Nach drei Tagen wurden die 
Zellen formaldehydfixiert und der extrazelluläre Hämagglutinin-Tag immunochemisch quantifiziert. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabbweichung aus drei bis vier unabhängigen jeweils in 
Hexplikaten durchgeführten Experimenten. *: p<0,001 bei One-Way ANOVA mit anschliessendem 
Tukey Test. 
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4.2.6. Untersuchung der Signaltransduktionseigenschaften der murinen MC4R Mutanten 
A) Die Mutanten Y21H, R147S und M281R 
In den cAMP-Akkumumulations-Assays wurden nach Stimulation mit den Liganden NDP-α-MSH, α-
MSH und β-MSH weder in der Maximalstimulation noch in der EC50 bei der Y21H-Mutante keine 
Unterschiede zum Wildtyp-MC4R gefunden (Tab 3, Abb. 18). Bei der R147S- und M281R-Mutante ist 
bei allen getesteten Liganden eine deutliche Reduktion der Maximalstimulation festzustellen. 
Außerdem führen beide Mutationen zu einer Erhöhung der EC50 unter Stimulation mit den natürlichen 
Liganden α-MSH und β-MSH (jeweils um mehr als eine Größenordnung), während bei Stimulation mit 
NDPα-MSH nur die EC50 der R147S-Mutante um eine Größenordung erhöht ist. Daraus kann 
geschlossen werden, dass der Y21H-Aminosäureaustausch zu keiner Änderung der Rezeptorfunktion 
führt und die R247S-Substitution eine verschlechterte Signaltransduktion bewirkt. Die Mutation M281R 
verursacht eine verschlechterte Zelloberflächenexpression, was auch eine Reduktion der 
Signaltransduktionseigenschaften zur Folge hat. 





























































































































































Abbildung 18: cAMP-Akkumulationsassays der mMC4R Mutanten V21H, R147S und M281R 
verglichen mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden 
COS-7 Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von (A) NDP-α-MSH, (B) α-MSH, (C) β-
MSH für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt 
und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. 
Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Die Grafiken 
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B) Die S25G Mutante 
Für den S25G-Aminosäureaustausch konnten bei Stimulation mit den Agonisten NDP-α-MSH, α-MSH 
und β-MSH weder in Maximalstimulation, noch in der halbmaximale Ligandenkonzentration EC50 keine 
Unterschiede zu den Eigenschaften des murinen Wildtyp-MC4R festgestellt werden (Tab 3, Abb. 19). 
Gemeinsam mit den Daten der Oberflächenexpression deutet nichts auf einen Effekt dieser Mutation 
auf die Rezeptorfunktion hin. 
A






























































































































































Abbildung 19: cAMP-Akkumulationsassays der mMC4R-Mutante S25G verglichen mit dem 
Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit 
dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von (A) NDP-α-MSH, (B) α-MSH und (C) β-MSH für 45 
Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-
Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die 
Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Die Grafiken 
repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die geessenen Werte reichten von 964 bis 6636 
cpm. 
 
C) Die Mutanten I194F und Y302C 
Bei Stimulation mit NDP-α-MSH verhält sich der Rezeptor mit der I194F-Substitution wie der Wildtyp-
Rezeptor, wird er aber durch α-MSH oder β-MSH stimuliert, erhält man zu höheren 
Ligandenkonzentrationen verschobene Dosis-Wirkungs-Kurven. Bei sehr hohen Konzentrationen von 
α-MSH und β-MSH erreicht die cAMP-Akkumulation Wildtypniveau. Die EC50 für α-MSH und β-MSH 
ist um das 70- bzw. 40-fache erhöht (Tab. 3, Abb. 20). Die Y302C-Mutation bewirkt für alle Liganden 
einen kompletten Funktionsverlust. Aufgrund der sehr niedrigen Maximalstimulation konnten für diese 
Mutation auch keine genauen EC50-Werte ermittelt werden. Außerdem wurden diese beiden Mutanten 
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mit dem in vielen in der Literatur beschriebenen in vivo Experimenten verwendeten synthetischen 
Agonisten Melanotan II (MTII) stimuliert. Die mit MTII stimulierten Rezeptoren verhalten sich 
entsprechend der Stimulation mit NDP-α-MSH: kein Effekt der I194F-Mutation und ein kompletter 
Funktionsverlust der Y302C-Mutante. 

































































































































































































































Abbildung 20: cAMP-Akkumulationsassays der mMC4R Mutanten I194F und Y302C verglichen 
mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen 
mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von (A) NDP-α-MSH, (B) α-MSH, (C) β-MSH und (D) 
MTII für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt 
und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. 
Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Die Grafiken 
repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen werte reichten von 126 bis 6027 
cpm. 
 
4.2.7. Evolutionäre Konservierung der in murinen MC4R mutierten Aminosäuren 
Die im Aminoterminus gelegenen Aminosäureaustausche sind in den in den Datenbanken 
gefundenen orthologen MC4R nicht konserviert (siehe Abschnitt 4.1). Dieser geringe 
Konservierungsgrad passt zu den funktionellen Daten, denn weder bei der Y21H- noch bei der S25G-
Mutation konnte eine funktionelle Veränderung verglichen mit dem WT-Rezeptor festgestellt werden. 
Die Aminosäuren R127, M281 und Y302 sind zu 100% in über 70 Spezies konserviert. Die Mutationen an 
diesen drei Positionen führen zu kompletten Funktionsverlusten des Rezeptors bei Stimulation mit 
allen getesteten Liganden. Das Isoleucin an Position 194 ist in den meisten Fischspezies durch ein 
Leucin substituiert. Auch in einem Säugetier (Rüsselspringer, Macroscelides proboscideus) wurde 
eine Substitution zu Leucin gefunden. Leucin und Isoleucin sind beide hydrophob mit aliphatischen 
Seitenketten und unterscheiden sich nur wenig in der Größe ihres Restes. Der bei der I194F-Mutation 
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beobachtete partielle Funktionsverlust nach Stimulation mit α- und β-MSH ist daher eher auf das 
Einfügen des großen, aromatischen Phenylalanins zurückzuführen. 
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Tabelle 3: Zusammenfassung der funktionellen Charakterisierung der mMC3R und mMC4R Mutanten: EC50, Emax und Oberflächenexpression sind als 
Mittelwert ± Standardabweichung aus mindestens 3 unabhängigen, jeweils in Duplikaten durchgeführten Experimenten angegeben. n.b.: nicht bestimmt; * EC50 
nicht bestimmbar wegwn zu geringer Emax 
 
 
  NDP-α-MSH α-MSH β-MSH γ-MSH Oberflächen 
Expression 
 Mutation Emax [%WT] EC50 [nM] Emax [%WT] EC50 [nM] Emax [%WT] EC50 [nM] Emax [%WT] EC50 [nM] [%WT] 
MC3R WT 100 1,6 ± 0,2 100 2,8 ± 1,0 100 71,6 ± 66,3 100 7,2 ± 1,2 100 ± 8,0 
 Y152C 45,1 ± 1,8 4,0 ± 1,9 48,5 ± 11,6 4,4 ± 2,5 76,9 ± 11,6 175,4 ± 91 68,8 ± 16,0 16,6 ± 1,7 92,5 ± 3,7 
 L247Q 44,0 ± 11,3 1,5 ± 0,3 42,3 ± 0,1 5,0 ± 2,0 82,9 ± 2,6 36,8 ± 1,2 63,6 ± 1,5 14,2 ± 5,9 73,3 ± 13,4 
 T267P 17,7 ± 3,9 * 11,5 ± 4,6 * 31,0 ± 5,8 *. 21,4 ± 1,6 * 27,5 ± 8,2 
MC4R WT 100 0,5 ± 0,3 100 1,6 ± 0,1 100 7,8 ± 2,8 n.b. n.b. 100 ± 10,5 
 Y21H 107,3 ± 36 0,2 ± 0,1 96,0 ± 20,2 1,2 ± 0,4 99,8 ± 0,1 2,1 ± 0,7 n.b. n.b. 97,9 ± 3,7 
 S25G 112,9 ± 6,5 0,3 ± 0,2 92,4 ± 22,2 3,0 ± 2,6 111 ± 5,6 6,1 ± 2,7 n.b. n.b. 112,7 ± 6,4 
 R147S 69,2 ± 8,9 5,3 ± 1,4 62,6 ± 0,6 59,7 ± 5,8 79,3 ± 14,1 161 ± 14 n.b. n.b. 96,3 ± 6,7 
 I194F 102,7 ± 1,7 0,6 ± 0,4 129,4 ± 0,7 104,6 ± 0,8 110,2 ± 1,7 326 ± 122 n.b. n.b. 96,3 ± 6,7 
 M281R 55,3 ± 10,9 0,8 ± 0,3 40,9 ± 6,2 76,2 ± 6,0 63,7 ± 23,0 276 ± 74 n.b. n.b. 47,6 ± 14,0 
 Y302C 20,7 ± 3,0 * 20,9 ± 0,6 * 16,6 ± 0,1 * n.b. n.b. 63,6 ± 15,3 
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4.2.8. Ligandenbindung der I194F- und der Y302C- Mutante 
Eine verminderte Signaltransduktion kann verschiedene Ursachen haben: Eine verminderte 
Ligandenbindung und/oder eine verminderte Aktivierbarkeit des Rezeptors. 
Da in den Signaltransduktionseigenschaften bei der I194F-Mutante deutliche Unterschiede zwischen 
NDP-α-MSH und α-MSH festgestellt werden konnten, wurde diese Mutante auch auf ihre 
Ligandenbindungseigenschaften dieser beiden Peptide untersucht. Als Vergleich wurde die Y302C-
Mutante mituntersucht. 
Als Tracer wurde 125I-NDPα-MSH verwendet, der mit unmarkiertem (kaltem) NDP-α-MSH oder α-MSH 
verdrängt wurde. Die maximale Bindung (Bmax) des 125I-markierten NDP-α-MSH an den MC4R wurde 
durch die I194F Mutation nicht beeinträchtigt (Tab. 4, Abb. 21). Der Y302C-Rezeptor bindet verglichen 
mit dem Wildtyp nur etwa 35% des Liganden. Wie zuvor gezeigt, wird die Y302C Mutante zu 65% des 
Wildtyplevels an der Zelloberfläche exprimiert. Zusätzlich zu der reduzierten Oberflächenexpression 
kommt eine um die Hälfte reduzierte Ligandenbindung hinzu. 
 
Tabelle 4: Verdrängung von 125I-NDPα-MSH durch α-MSH und NDP-α-MSH an WT-MC4R, 
I194F-Muatnte und Y302C-Mutante in transient transfizierten COS-7 Zellen. Bmax: maximale 
Bindung; IC50: halmaximale Inhibitorkonzentration; n.b.: aufgrund der geringen Bmax wurde die IC50 
nicht bestimmt. Die Werte sind als Mittelwert ± SD aus zwei unabhängigen Experimenten dargestellt. 
  





mMC4R-WT 100 54 ± 43 1,1 ± 0,4 
I194F 97,7 ± 9,8 152 ± 105 0,5 ± 0,1 
Y302C 35,2 ± 3,5 n.b. n.b. 
 
An der I194F-Mutante lässt sich der radioaktiv markierte Ligand verglichen mit dem WT durch NDP-α-
MSH besser (ca. halbe IC50), durch α-MSH schlechter verdrängen (ca. dreifache IC50). Die 
Unterschiede sind aber zu gering und im t-Test nicht signifikant, als dass diese leicht veränderten 
Bindungseigenschaften die um die bis zu 70-fache erhöhte EC50 der cAMP-Akkumulation erklären 
könnte. Die I194F-Mutante kann α-MSH zwar binden, die Bindung führt aber vermutlich nicht zu der 
zur Aktivierung notwendigen Konformationsänderung des Rezeptors, die wiederum für die Aktivierung 
des G-Proteins nötig ist und die intrazelluläre Signalkaskade startet. 
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Abbildung 21: 125I-NDP-α-MSH-Bindungsstudien an transient transfizierten COS-7-Zellen. 
Bindung von 50nM 125I-NDP-α-MSH an den WT-MC4R, die I194F-Mutante und die Y302C-Mutante 
wurde mit aufsteigenden Konzentrationen von nicht markiertem (A) NDP-α-MSH oder (B) α-MSH über 
Nacht bei 4°C kompetitiert. Die Bindung von 125I-NDP-α-MSH ist auf der Ordinate als Counts per 
Minute (cpm) angegeben. Ein repräsentatives Experiment von drei unabhängigen Experimenten ist 
abgebildet. 
 
4.2.9. Effekt der I194F- und der Y302C-mMC4R-Mutationen auf das Körpergewicht in vivo 
Um eine Übertragbarkeit von in vitro Charakterisierungen von Melanocortinrezeptormutationen zu 
zeigen, wurden zwei funktionell unterschiedliche MC4R-Mutationen ausgewählt, die auch in vivo 
untersucht werden sollten. Mauslinien mit der partiell inaktiven I194F-Mutation und der komplett 
inaktiven Y302C-Mutation wurden in einem C3HeB/FeJ/C57Bl/6J 50/50% gemischten Hintergrund von 
der Firma Ingenium Pharmaceuticals erzeugt. Homo- und heterozygote Mutationsträger dieser beiden 
Mauslinien wurden bezüglich ihrer Körpergewichtsentwicklung untersucht (Tab. 5 und Abb. 22).  
 
Tabelle 5: Das Körpergewicht homozygoter Mutationsträger im Alter von 11 bzw. 18 Wochen 
prozentual bezogen auf das durchschnittliche Gewicht der Wildtyp Tiere. *signifikanter 
Unterschied zwischen beiden Mutationen; t-Test, p<0,05 
  Gewicht [% WT] 
Geschlecht Genotyp 11. Woche 18. Woche 
Weibchen I194F/I194F 138 ± 29 147 ± 23 
 Y302C/Y302C 169 ± 21 * 173 ± 18 * 
Männchen I194F/I194F 116 ± 15 123 ± 15 
 Y302C/Y302C 138 ± 13 * 139 ± 15 
 
Nach 11 und nach 18 Wochen sind beide mutationstragenden Tiere schwerer als altersgleiche 
Wildtyptiere. Vergleicht man die beiden mutationstragenden Linien im Alter von 11 bzw. 18 Wochen 
miteinander, weisen Weibchen der Y302C-Linie ein signifikant höheres Körpergewicht als die die 
I194F-Mutation tragenden Weibchen auf. Für die Männchen ist dieser Unterschied nur im Alter von 11 
Wochen signifikant. In den in vitro Experimenten konnte eine bis zu 70-fach erhöhte EC50 für die 
I194F-Mutation nach Stimulation mit dem einzigen in Mäusen physiologisch relevanten Agonisten α-
MSH gezeigt werden. Diese erniedrigte Affinität reicht aus, um ein vom Wildtyp unterschiedliches 
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Körpergewicht zu erreichen, verglichen mit den Y302C-Mäusen kompensiert die noch verbliebene 
Aktivität die Erhöhung des Körpergewichtes zumindest teilweise. 
Generell ist die Gewichtszunahme beider Linien für die Weibchen deutlicher. Wie schon für MC4R-
knockout-Mäuse gezeigt (Huzar et al., 1997) liegen heterozygote Träger der komplett inaktivien 
Y302C-Mutation phänotypisch zwischen homozygoten und Wildtyp Tieren (Abb. 22). Vergleichbar mit 
den Daten der knockout-Mäuse tritt dieser Effekt deutlicher bei den Weibchen auf. 
Heterozygote Weibchen und Männchen der I194F-Linie weisen eher ein mit den homozygoten 
Mutationsträgern vergleichbares Körpergewicht auf. Ein t-Test zum Vergleich der heterozygoten Tiere 
mit den homozygoten Tieren ergab für beide Geschlechter in der 18. Woche keine Signifikanz 
(p>0,05). 


































































Abbildung 22: Wachstumskurven der die I194F- (oben) und die Y302C-Mutation (unten) 
tragenden Tiere. Die Wachstumskurven sind nach den Geschlechtern der Tiere aufgeteilt (Weibchen 
links und Männchen rechts). Die Gewichte der Tiere im Alter von 5 bis 19 Wochen sind angegeben. 
Für alle Tiere n=5, außer für weibliche I194F homozygote n=3. *signifikanter Unterschied zu WT 
Mäusen (post hoc Scheffé’s Test; P<0,05). Für die homozygoten Männchen der I194-Linie konnte ein 
Trend beobachtet werden (p = 0,062) hom:homozygot; het:heterozygot; WT: Wild Typ 
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4.2.10. Untersuchung eines dominant-negativen Effekts der I194F Mutante 
Da sich die Gewichtsverläufe der hetero- und homozygoten I194F-Tiere entsprachen, wurde 
zusätzlich untersucht, ob sich eine Coexpression des I194F-Rezeptors auf den WT-Rezeptor auswirkt. 
Ein solcher Effekte wurden schon für die D90N Mutation des humanen MC4R gezeigt (Biebermann et 
al., 2003) und kann dann auftreten, wenn die Signaltransduktion, aber nicht die 
Oberflächenexpression und Ligandenbindungseigenschaften durch die Mutation beeinträchtigt sind. 
Durch Bildung von Heterodimeren von WT- und mutierten Rezeptoren können inaktive Dimere 
entstehen und so einen dominant-negativen Effekt verursachen.  






































Abbildung 23: cAMP Akkumulationsassay der I194F Mutante kotransfiziert mit dem Wildtyp 
verglichen mit den einzelenen Konstrukten. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
Rezeptorexprimierenden COS-7 Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von α-MSH für 
45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-
Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die 
Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Pro 6-well-Platte wurden 
insgesamt 3 µg Plasmid-DNA transfiziert, bei Kotransfektion 1,5 µg pro Konstrukt. Die Grafik 
repräsentiert ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte reichten von 803 bis 3091 
cpm. 
 
Cotransfektion von mMC4R-WT mit dem I194F-Konstrukt hat nur wenig Auswirkung auf die EC50 nach 
α-MSH Stimulation (Tab. 6, Abb23). Diese Serie von Experimenten wurde einige Monate später als 
die in Tab. 6 ausgewerteten Experimente durchgeführt. Es wurden hier andere Chargen von Zellen, 
Liganden und Plasmidpräparationen verwendet. Die I194F Mutation zeigt noch immer einen partiellen 
Funktionsverlust, allerdings ist die EC50 in dieser Reihe von Experimenten nur um das 30-fache 
verglichen mit der WT-EC50 erhöht. Im Vergleich zum WT Homodimer ist die des WT/I194F 
Heterodimers etwa verdreifacht, das kann aber auch durch das Wegfangen von Liganden durch 
partiell inaktive I194F Homodimere bzw. durch Transfektion von der halben Menge an WT-mMC4R-
Plasmid-DNA verursacht worden sein. Da diese Versuche in einem Überexpressionssystem 
durchgeführt wurden und da es sich bei der I194F-Mutation nur um eine partielle 
Funktionsverlustmutation handelt, kann es außerdem sein, dass ein eventueller dominant-negativer 
Effekt zu gering ist, um hier gemessen werden zu können. Diese in vitro Daten deuten nicht auf einen 
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dominant negativen Effekt durch dimerisierungsvermittelte Inhibition des WT Rezeptors durch den 
mutierten Rezeptor als Ursache für den adipösen Phänotyp der heterozygoten I194F-Mäuse hin. 
 
Tabelle 6: Funktionelle Charakterisierung von mMC4R WT, I194F und WT/I194F 
Kotransfection. Transient transfizierte COS-7 Zellen wurden mit α-MSH stimuliert. Die Mittelwerte 
und Standardabweichungen stammen aus drei unabhängigen Experimenten. 
 Emax [% WT] EC50 [nM] 
WT 100 1,2 ± 0,2 
WT+I194F 93,8 ± 8,0 4,2 ± 2,7 
I194F 95,8 ± 9,5 35,6 ± 3,9 
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4.3. Funktionelle Charakterisierung von in der Normalbevölkerung 
vorkommenden humanen MC4R-Punktmutationen 
In verschiedenen Studien wurden MC4R-Mutationen in übergewichtigen bzw. adipösen 
Patientenkollektiven gefunden, mit einer Häufigkeit von bis zu 5% bei Kollektiven mit frühmanifester 
Adipositas. Es gibt bisher jedoch keine Information darüber, wie häufig Mutationen in diesem Gen in 
der Durchschnittsbevölkerung auftreten. Daher wurde das MC4R-Gen in einer 4068 Individuen 
umfassenden Normalbevölkerungskohorte (KORA-S4= Kooperative Gesundheitsforschung im Raum 
Augsburg, Survey 4) von der Arbeitsgruppe um Anke Hinney in Essen sequenziert. Hierbei wurden 
insgesamt 16 verschiedene nichtsynonymie Mutationen in der kodierenden Region des MC4R und 4 
stille Mutationen gefunden. Alle Mutationsträger waren heterozygot. Neben acht bereits 
beschriebenen Mutationen (R18C, S30F, T112M, S127L, R165Q, G181D, I226H und V253I) wurden 
auch acht unbekannte bzw. uncharakterisierte Mutationen identifiziert (R7C, A70T, T112K, Q156R, 
H158R, V166I, M200V und R236H). 
  
 
Abbildung 24: Schematische Darstellung der in einer Normalpopulation (KORA) gefundenden 
MC4R-Mutationen: Die sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben und als Kreise dargestellt. Bei den 
Mutationen stellt der kleine Kreis die WT-Aminosäure und der grosse Kreis den Austausch dar. Bei 
den Mutationen handelt es sich um die Austausche R7C, A70T, T112K, Q156R, H158R, V166I, 
M200V und R236H. 
 
Die R7C-Mutation befindet sich im Aminoterminus des MC4R, die A70T in der ersten intrazellulären 
Schleife, die T112K-Mutation in der ersten extrazellulären Schleife, die beiden Argininaustausche 
Q156R und H156R in der zweiten extrazellulären Schleife, die V166I-Mutation im Übergang der 
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zweiten intrazellulären Schleife zur vierten Transmembrandomäne, der Austausch M200V in der 
fünften Transmembrandomäne und die R236H-Substitution in der dritten intrazellulären Schleife.  
Die funktionelle Charakterisierung dieser unbekannten Mutationen ist Gegenstand dieses Abschnitts. 
Dazu wurde aus der genomischen DNA der Mutationsträger per PCR die kodierende Region des 
MC4R amplifiziert. In einer zweiten PCR wurden Primer mit passenden Schnittstellen zur Klonierung 
in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDps verwendet. Außerdem beinhaltete der 
Vorwärtsprimer die für den Hämagglutinin-Tag codierende Sequenz, so dass das exprimierte Protein 
am Aminoterminus HA-markiert war. Die Plasmide wurden dann transient in COS-7-Zellen transfiziert 
um die mutierten Proteine zu exprimieren. Die Rezeptoren wurden auf Oberflächenexpression und 
cAMP-Akkumulation nach Ligandenstimulation untersucht. 
 
4.3.1. Untersuchung der Oberflächenexpression der mutierten MC4R 
Im Zelloberflächen-ELISA zeigten die Konstrukte R7C, A70T, Q156R, H158R, M200V und R236H 
eine mit dem Wildtyp vergleichbare Oberflächenexpression (Abb. 25, Tab. 7). Der Rezeptor mit dem 
T112K-Austausch zeigte eine leichte Reduktion der Oberflächenexpression, während ca. halb soviel 






















































































Abbildung 25: Oberflächenexpression der humanen MC4-Rezeptor-Mutanten. COS-7-Zellen 
wurden mit dem WT-MC4R und den Mutantenkonstrukten transfiziert. Nach drei Tagen wurden die 
Zellen formaldehydfixiert und der extrazelluläre Hämagglutinin-Tag immunochemisch quantifiziert. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichung aus drei bis vier unabhängigen jeweils in 
Hexplikaten durchgeführten Experimenten normalisiert auf den WT. *: p<0,05 bei One-Way ANOVA 
mit anschließendem Tukey-Test bezogen auf den WT. 
 
4.3.2. Untersuchung der Signaltransduktionseigenschaften von humanen MC4R-
Mutationen 
Zur Untersuchung der Signaltransduktionseigenschaften der mutierten Rezeptoren wurden transient 
mit den Rezeptorkonstrukten transfizierte COS-7-Zellen mit verschiedenen Ligandenkonzentrationen 
für 45 min stimuliert. Das intrazellulär akkumulierte cAMP wurde als Anzeigewert bestimmt. Zunächst 
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fiel aber schon in unstimulierten Zellen eine erhöhte Basalaktivität der H165R-Mutante auf. Während 
die Basalaktivität bei den anderen untersuchten Mutanten mit der des Wildtyps vergleichbar war, war 











































Abbildung 26: Basalaktivität der MC4R-Mutanten verglichen mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach 
Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit IBMX-haltigem Medium für 45 
Minuten inkubiert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-
Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert 
(WT=100%). Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt.  
 
Es handelt sich bei dieser Mutante um eine konstitutiv aktive Mutation, das wurde auch anhand der 
Dosis-Wirkungs-Kurven bestätigt. Hier zeigte sich für die H158R-Mutante nicht nur eine erhöhte 
Basalaktivität, sondern auch eine etwa anderthalbfache Maximalstimulation bei α-MSH. 
 
Abbildung 27: cAMP-Akkumulationsassays der in der Normalbevölkerung gefundenen MC4R-
Mutanten verglichen mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von NDP-α-MSH 
für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und 
im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die 
Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Die Grafiken 
repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte reichten von 487 bis 4777 
cpm. 
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Abbildung 28: cAMP-Akkumulationsassays der in der Normalbevölkerung gefundenen MC4R-
Mutanten verglichen mit dem Wildtyp. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von α-MSH (A 
und B) bzw. β-MSH (C und D) für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden 
mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je 
dreimal wiederholt. Die Grafiken repräsentieren ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen 
Werte reichten von 317 bis 4777 cpm.  
 
Die halbmaximale Ligandenkonzentration ist bei Stimulation mit β-MSH um eine Größenordnung 
erniedrigt, bei NDP-α-MSH und α-MSH unterscheidet sich die EC50 nur wenig von der des WT-
Rezeptors (Abb. 27/28 und Tab. 7).  
Auch wenn in einzelnen Versuchen kleinere Abweichungen in EC50-und Emax-Werten zu beobachten 
waren, weisen alle anderen Mutationen im Mittel keine großen Unterschiede in der EC50 auf, bei den 
Mutationen T112K, Q156R und M200V kann höchstens eine geringe Erniedrigung der EC50 bei 
Stimulation mit den beiden natürlichen Agonisten α- und β-MSH gemessen werden, was eher für 
einen leichten konstitutv aktivierenden Effekt spricht. Dieser Effekt ist aber geringer als eine 
Größenordnung (ca. 1/7 bei der T112K-Mutante und α-MSH-Stimulation), so dass auch diese 
Mutationen als Mutationen ohne funktionellen Effekt zu betrachten sind. Auch die V166I-Mutation, die 
eine um die Hälfte reduzierte Oberflächenexpression zeigt, ist in der maximalen cAMP-Akkumulation 
unauffällig. Die Emax-Werte liegen zwischen 122% der des WT (bei NDP-α-MSH-Stimulation) und 87% 
(bei α-MSH-Stimulation), somit wird auch diese Mutation wie eine WT-Mutation klassifiziert. Woher die 
Diskrepanz zwischen den beiden Methoden kommt, ist mit dem hier verwendeten experimentellen 
Aufbau nicht zu erklären. 
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Tabelle 7: Funktionelle Charakterisierung der in der Normalbevölkerung gefundenen humanen MC4R Mutationen. EC50, Emax und 
Oberflächenexpression sind als Mittelwert ± Standardabweichung aus mindestens 3 unabhängigen, jeweils in Duplikaten bzw. Hexplikaten (ELISA) 
durchgeführten Experimenten angegeben. 
 
 cAMP-Akkumulation 
 Basal NDP-α-MSH α-MSH β-MSH 
Oberflächen-
expression 













WT 1 100 0,81 ± 0,33 100 5,1 ± 2,4 100 16,0 ± 8,7 100 ± 9,0 
R7C 1,33 ± 0,53 75 ± 21 0,14 ± 0,02 79 ± 17 1,3 ± 0,2 83 ± 18 48,0 ± 22 100 ± 8,9 
A70T 1,42 ± 0,52 120 ±27 0,4 ± 0,37 115 ± 8 1,4 ± 0,6 103 ± 20 12,4 ± 2,1 87 ± 18,4 
T112K 1,72 ± 0,45 120 ± 5,8 0,15 ± 0,05 97 ± 13 0,7 ± 0,5 112 ± 24 6,4 ± 3,7 77 ± 8,7 
Q156R 1,50 ± 0,41 79 ± 17 0,51 ± 0,2 82 ± 25 1,0 ± 0,9 92 ± 20 9,1 ± 7,5 113 ± 12,9 
H158R 6,32 ± 0,69 135 ± 22 0,3 ± 0,18 142 ± 23 2,6 ± 1,5 122 ± 15 1,8 ± 1,1 98 ± 13,5 
V166I 1,2 ± 0,29 122 ± 8,6 0,31 ± 0,07 87 ± 8,2 3,8 ± 1,1 105 ± 20 29 ± 14 50 ± 16,0 
M200V 1,1 ± 0,38 78 ± 9,3 0,23 ± 0,02 84 ± 2,7 1,8 ± 0,9 91 ± 27 4,3 ± 3,1 96 ± 6,0 
R236H 1,4 ± 0,43 105 ± 10 1,5 ± 0,28 97 ± 7,6 3,0 ± 1,2 96 ± 21 18 ± 6,8 105 ± 24,9 
 Ergebnisse  63 
 
Um den Effekt der MC4R-Mutationen auf das Körpergewicht der Mutationsträger zu untersuchen, 
wurden die BMI-Werte der Personen mit den Durchschnitts-BMI-Werten verglichen. Anhand von 
alters- und geschlechtsabhängigen Perzentilen wurde so ein SDS-Wert bestimmt. Wie in Tabelle 8 
gezeigt, war von den Mutationsträgern keine Person adipös (BMI ≥ 30), und auch keine Person wies 
einen SDS-Wert über 2 bzw. unter -2 auf. 
 
Tabelle 8: Phänotypische Beschreibung der Mutationsträger. Alter und Body-Mass-Index der 
Mutationsträger sind angegeben, sowie die BMI Perzentile und der SDS-Wert bezüglich einer alters-
und geschlechtsangepassten Kontrollgruppe. In der letzten Spalte ist der Mutationseffekt auf die 
Rezeptorfunktion beschrieben. 







R7C M 65 28,45 55 0,13 wie WT 
A70T M 45 24,88 29 -0,55 wie WT 
T112K F 48 28,48 47 -0,08 wie WT,aber verringerte 
OF-Expression 
Q156R F 27 29,00 87 1,11 wie WT 
H158R M 45 28,44 60 0,24 konstitutive Aktivität 
M200V M 68 24,30 15 -1,03 wie WT 
V166I F 29 19,02 12 -1,16 wie WT,aber verringerte 
OF-Expression 
R236H F 67 28,24 48 -0,57 wie WT 
 
Die Trägerin der Q156K-Mutation ist mit einem BMI von 29 zwar übergewichtig, aber noch nicht 
adipös, die Mutation scheint aber nicht der Grund für das hohe Körpergewicht zu sein, da die Mutation 
die Funktion des Rezeptorproteins zumindest mit den hier verwendeten Methoden nicht beeinträchtigt. 
Der Träger der konstitutiv aktiven H158R-Mutation besitzt einen BMI von 28,44, ist definitionsgemäß 
also übergewichtig, aber noch nicht adipös. Ein alters- und geschlechtsabhängiger Vergleich zeigt, 
dass der BMI dieser Person auf der 60. BMI-Perzentile liegt und so ein eher durchschnittliches 
Körpergewicht aufweist. Die V166I-Mutation wurde bei einer weiblichen Person gefunden, deren BMI 
knapp unter 20 liegt und die somit noch normalgewichtig ist (Untergewicht beginnt bei Erwachsenen 
definitionsgemäß ab einem BMI ≤ 18,9). Funktionell konnte bei dieser Mutation nur eine verringerte 
Oberflächenexpression nachgewiesen werden.  
 
4.3.3. Analayse der evolutionären Konservierung der humanen MC4R-Mutationen 
Die in der Normalbevölkerung gefundenen Aminosäurenaustausche wurden mit den in orthologen 
MC4R gefundenen Aminosäurevarianten verglichen (siehe Abb. 8). Die R7C-Mutation liegt im 
Aminoterminus des MC4Rs, der generell sehr gering konserviert ist. Ein Cystein an genau dieser 
Position existiert in keinem der orthologen Rezeptoren, Nager besitzen an dieser Position ein 
Glutamin, Schweine und Elefanten ein Histidin und verschiedene Fugu-Spezies ein Prolin. Das Alanin 
an Position 70 ist ebenso wenig konserviert, in MC4Rs von Fischen findet man an dieser Position 
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Isoleucin und Valin. Ein Threonin kommt bei den Orthologen nicht vor. Die T112K-Mutation liegt in der 
zwischen Säugern und Fischen sehr heterologen ersten extrzellulären Schleife, in der es viele 
Variationen gibt. Den Austausch von Glutamin zu Arginin an Position 156 findet man bei einigen 
Fischen wieder, wohingegen das Histidin zwei Aminosäuren weiter an Position 158 zu 100% 
konserviert ist. An der Position des Valins 166 findet man beim Heilbutt ein Glycin. Den Austausch von 
Methionin zu Valin an Position 200 in TM 5 findet man bei vielen Säugern wieder, z.B. beim Minkwal, 
beim Flusspferd oder bei Fledermäusen. Auch den Austausch von Arginin zu Histidin an Position 236 
in der dritten intrazellulären Schleife findet man z.B. beim Klippschliefer, in der Fledermaus (Rhogessa 
io) und beim Heilbutt. 
 
4.3.4. Untersuchung der Wirkung von AgRP auf die konstitutiv aktive H158R-Mutante 
Da Aktivierung des MC4R eine anorexigene Antwort bewirkt und Funktionsverlustmutationen einen 
adipösen Phänotyp nach sich ziehen, wäre es logisch, dass eine konstitutiv aktivierende Mutation, die 
hohe cAMP-Spiegel in einem hypothalamischen Neuron erzeugt, das Gegenteil bewirkt und somit 
einen dünnen, anorektischen Phänotyp bei einem Mutationsträger verursacht. 
 
Abbildung 29: Antagonismus von AgRP(87-132) am MC4R-WT (A) und H158R (B) Konstrukten 
bei α-MSH-Stimulation und inverser Agonismus von AgRP allein. 48 Stunden nach Transfektion 
wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden α-MSH und 
konstanten AgRP(87-132)-Konzentrationen für 45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde 
säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden 
mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und je 
dreimal wiederholt. Die Grafik repräsentiert ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte 
reichten von 130 bis 5345 cpm 
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Die bisher einzige gefundende aktivierende MC4R-Mutation wurde jedoch paradoxerweise in einer 
extrem adipösen französischen Patientin gefunden und führt zu einem Austausch von Leucin zu 
Glutamin (L250Q) am intrazellulären Ende der sechsten Transmembrandomäne (Vaisse et al., 2000). 
Allerdings konnte an diesem Rezeptor noch der endogene inverse Antagonist AgRP wirken und die 
Basalaktivität dosisabhängig verringern. Dieser Mechanismus soll hier auch für die in einem 
Probanden mit normalem BMI gefundene H158R-Mutation untersucht werden. In mit 
Rezeptorkonstrukten transient transfizierten COS-7-Zellen kann eine dosisabhängige Verringerung 
der basalen cAMP-Produktion sowohl beim Wildtyp als auch bei der konstitutiv aktiven Mutante 
gezeigt werden (Abb. 29C). Außerdem wurde der antagonistische Effekt von AgRP auf die α-MSH 
abhängige cAMP-Akkumulation an WT und H158R untersucht. Dazu wurden transient transfizierte 
Zellen je mit variablen Konzentrationen von α-MSH in Gegenwart einer konstanten Konzentration 
AgRP(81-132) stimuliert. Hierbei zeigte sich am WT-Konstrukt bei steigenden AgRP-Konzentrationen 
eine Absenkung der Basalaktivität und der Emax sowie eine Verschiebung der EC50 zu höheren 
Konzentrationen (Abb. 29A und Tab. 9). So erhöht sich die EC50 bei α-MSH in Gegenwart von 100 µM 
um 2 Größenordnungen verglichen mit der EC50 von α-MSH allein. Bei der Mutante ist die EC50 von 
AgRP zwar um ein Fünffaches höher als am WT-MC4R, allerdings ist hierbei zu beachten, dass bei 
letzterem die Basalaktivität sehr gering und somit die Genauigkeit der EC50-Bestimmung gering ist. Im 
Unterschied zum MC4R-WT ist die EC50 von α-MSH unabhängig von der AgRP-Konzentration (Abb 
29B und Tab. 9). Das bedeutet, dass AgRP seinen inversen Agonismus an der H158R-Mutante wie 
beim WT-MC4R ausübt, die antagonistische Wirkung als Kompetitor von α-MSH jedoch verliert. 
 
Tabelle 9: EC50-Werte von AgRP als inverser Agonist und von α-MSH in Gegenwart 
verschiedener AgRP-Konzentrationen. Transient transfizierte Zellen wurden mit aufsteigenden 
Konzentrationen von α-MSH bzw. AgRP stimuliert. Die halbmaximale Ligandenkonzentration wurde 
mittels der GraphPadPrism Software berechnet. Die Tabelle gibt Mittelwerte ± Standardabweichung 
aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten an. 
 EC50 [nM] 
Liganden WT H158R 
AgRP(81-132) 14,0 ± 10,0 52,5 ± 27,1 
α-MSH 1,1 ± 0,5 6,1 ± 4,5 
α-MSH+10µM AgRP 4,0 ± 1,2 6,8 ± 2,4 
α-MSH+100µM AgRP 109,5 ± 54,6 8,8 ± 0,8 
 
Zur weiteren Untersuchung des Mechanismus der H158R Mutation wurde durch ortsgerichtete 
Mutagenese das Histidin an Position 158 durch ein Alanin ersetzt. Damit sollte die Frage beantwortet 
werden, ob die Daueraktivierung der H158R-Mutante durch das Fehlen des Histidins oder durch das 
Vorhandensein des Arginins verursacht wird. Es zeigte sich in cAMP-Akkumulationsassays eine 
vergleichbar hohe Basalaktivität der H158A-Mutante verglichen mit der H158R (Abb 30). Daraus lässt 
sich schließen, dass das Histidin in der zweiten intrazellulären Schleife wichtig für die 
Aufrechterhaltung des inaktiven Zustandes des MC4R ist. Das Histidin ist nicht nur in den orthologen 
MC4R vollständig konserviert, sondern auch in allen der fünf humanen Melanocortinrezeptoren 
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vorhanden, was auf eine wichtige Rolle nicht nur im MC4R sondern auch in den übrigen 
Melanocortinrezeptoren hindeutet. 
 
Abbildung 30: Vergleich der Singnaltransduktionseigenschaften der H158A-Mutation mit dem 
WT und der H158R-Mutation: 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden 
COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden α-MSH-Konzentrationen für 45 Minuten stimuliert. Nach 
Lyse der Zellen wurde die intrazelluläre cAMP-Konzentration immunologisch mittels Alpha-Screen-
Technologie bestimmt. Die Konzentrationen wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die 
Experimente wurden in Triplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. (A) Die Grafik repräsentiert 
ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen cAMP-Konzentrationen reichten von bis 23 bis 
330 nM (B) Vergleich der basalen cAMP-Akkumulation des WT-MC4R und den H158A/R-Konstrukten. 
Die Grafik zeigt Mittelwerte ± SEM. 
 
 Ergebnisse  67 
4.4. Funktionelle Charakterisierung von Serinpunktmutationen in der dritten 
Transmembrandomäne des humanen Melanocortin-4-Rezeptors 
In MC4R-Mutationsscreenings bei adipösen Patienten wurde die heterozygote Mutation S136F und 
als compound heterozygote Mutationen auf verschiedenen Allelen die Aminosäureaustausche S127L 
und S139R identifiziert (für genauere Patientenbeschreibungen und Stammbäume siehe Abb. A3 und 
A4 im Anhang). Während es sich bei der S136F-und der S139R-Mutation um neue, bisher noch nicht 
beschriebene Mutationen handelt, war die S127L-Mutation schon bekannt, die bisher entweder als 
heterozygote bzw. als compound heterozygote Mutation mit der R165W gefunden wurde (Valli-
Jaakola et al., 2004; Hinney et al., 2003; Lubrano-Barthellier et al., 2003). Alle diese Mutationen liegen 
in der dritten Transmembrandomäne des MC4R und sind evolutionär zu 100% konserviert (siehe 4.1). 
In dieser Arbeit sollte eine Charakterisierung der neu gefundenen Mutationen erfolgen. Da kürzlich die 
Homodimerisierung des MC4R gezeigt werden konnte (Biebermann et al., 2003), sollten außerdem 
die Signaltransduktioneigenschaften von kotransfizierten MC4R-Konstrukten untersucht werden 
(S136F+WT bzw. S127L+S139R), um die Situation im Patienten nachzustellen. Zunächst zeigte sich 
im Oberflächen-ELISA eine leicht aber nicht signifikant verringerte Oberflächenexpression der S136F-
Mutante. Die S127L-Mutante war zu 1/4 weniger an der Oberfläche exprimiert, wohingegen die 
Oberflächenexpression der S139R stark reduziert war (Abb. 31A). Bindungsexperimente mit 125I 
markiertem NDP-α-MSH bestätigten diese Ergebnisse (Abb. 31B). Die cAMP-Akkumulationsassays 
ergaben einen vollkommenen Verlust der Signaltransduktion der S136F-Mutante nach Stimulation mit 
NDP-α-MSH, α-MSH und β-MSH (Abb. 32A/B und Tab. 10). 














































































































Abbildung 31: Zelloberflächenexpression und Ligandenbindung von hMC4R-Konstrukten 
verglichen mit hMC4R-WT. (A) Aminoterminal HA-getaggte Rezeptorkonstrukte wurden 48h nach 
Transfektion in COS-7-Zellen formaldehydfixiert und mit einem Anti-HA-Biotin-Antikörperkonjugat und 
Streptavidin-POD detektiert. Peroxidaseaktivität wurde photometrisch gemessen, die OD einer GFP-
transfizierten Kontrolle wurde abgezogen. Die Werte wurden dann auf die OD des WT-MC4R 
bezogen. (B) 48h nach Transfektion wurden die Zellen über Nacht bei 4°C mit 125I-NDP-α-MSH 
inkubiert, gewaschen und mit 0,1M NaOH lysiert. Die Lysate wurden dann im γ-Counter gemessen. 
Die Grafiken zeigen Mittelwerte und Standartabweichungen drei unabhängiger Experimente, von 
denen jedes in Quadrupletts  bzw in Dupletts durchgeführt wurde. Die gemessenen OD-Werte lagen 
zwischen 0,44 für GFP und 1,24 für hMC4R-WT, die gemessenen cpm zwischen 35801 für hMC4R 
WT und 425 für das S136F-Konstrukt. *: p<0,001; #: p<0,01 bei One-Way-ANOVA mit 
anschließendem Tukey-Test verglichen mit dem WT-MC4R. 
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Es handelt sich bei dieser Mutante also um einen an der Oberfläche lokalisierten, den Liganden 
bindenden Rezeptor, der das G-Protein zur intrazellulären Signalweiterleitung nicht aktivieren kann. 
Die S139R-Mutation konnte durch diese Liganden auch nicht stimuliert werden, was mit der stark 
reduzierten Oberflächenexpression begründet werden kann. Wie schon in den oben genannten 
Veröffentlichungen gezeigt wurde, weist die S127L-Mutation eine leicht zu höheren Konzentrationen 
verschobene EC50 bei einer etwa verdoppelten Basalakivität auf (Tab. 10). In 
Kotransfektionsexperimenten wurden gleiche Mengen hMC4R-WT und S136F-bzw. S127L-und 
S139R-Vektor transfiziert (je 1,5 µg/12-well-Platte). Als Kontrolle wurde ein Membranprotein, der 
Schilddrüsenhormontransporter MCT8, mit dem hMC4R-WT kotransfiziert. Dabei wurde die Menge 
der transfizierten Gesamt-DNA beibehalten (3 µg/12-well-Platte). Verglichen mit der Dosis-Wirkungs-
Kurve des allein transfizierten hMC4R-WT zeigte sich eine bei der MC4R/MCT8 Kotransfektion nur 
eine leichte Verringerung der Maximalstimulation, die EC50 blieb bei NDP-α-MSH und α-MSH 
unverändert und verdoppelte sich bei β-MSH-Stimulation. Bei Kotransfektion von hMC4R-WT und 
dem S136F-Konstrukt verringerte sich die Emax in gleichem Maße, zusätzlich verdoppelte sich die EC50 
nach Stimulation mit den natürlichen Liganden α- und NDP-α-MSH (Abb. 32A/B und Tab. 10). Bei 
Stimulation mit β-MSH war eine Erhöhung der EC50 um das Vierzehnfache zu beobachten.  
















































































































































































































Abbildung 32: cAMP-Akkumulationsassays der einzeln oder kotransfizierten MC4R-
Serinmutanten. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit 
dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von α-MSH (A und C)bzw. β-MSH (B und D) für 45 Minuten 
stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-Counter 
quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die Experimente 
wurden in Duplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. Die Grafiken repräsentieren ein 
charakteristisches Experiment. Die gemessenen Werte reichten von 186 bis 6241 cpm. 
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Die statistische Auswertung ergab für die β-MSH-Stimulationen einen signifikanten Unterschied der 
EC50 der WT/S136F-Koexpression verglichen mit dem einzeln transfizierten WT-MC4R und der 
WT/MCT8-Koexpression. Die Koexpression der S127L-und der S139R-Mutanten ergab, verglichen 
mit dem einzeln transfizierten S127L-MC4R, nur bei β-MSH-Stimulation eine Verdopplung der EC50, 
während bei α-MSH-Stimulation kein Unterschied bemerkbar war (Abb. 32 C/D und Tab. 10). Der 
dominant-negative Effekt des S136F-Rezeptors auf den WT könnte durch Bildung eines Heterodimers 
hervorgerufen werden. Um zu untersuchen ob der WT-MC4R in der Lage ist mit der S136F-Mutante 
ein Dimer zu bilden, wurden Sandwich-ELISAs durchgeführt.  
Hierbei wurden differentiell carboxyterminal FLAG und aminoterminal HA markierte 
Rezeptorkonstrukte in COS-7-Zellen kotransfiziert. Membranlysate werden dann an eine mit Anti-
FLAG-Antikörpern beschichtete Mikrotiterplatte gebunden und der HA-Tag immunochemisch 
detektiert (Abb. 34). 
 
Abbildung 33: cAMP-Akkumulationsassay von mit MC4R-Konstrukten kotransfizierten stabilen 
CHO-hMC4R-WT-Zellen. Stabil mit hMC4R-WT transfizierte CHO-Zellen wurden mit GFP- MC4R-
WT-Vektor oder der S136F-Mutante transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
rezeptorexprimierenden COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden Konzentrationen von  β-MSH für 
45 Minuten stimuliert. Tritiummarkiertes cAMP wurde säulenchromatographisch aufgereinigt und im β-
Counter quantifiziert. Die gemessenen cpm wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert und 
reichten von 111,6 bis 2787,4 cpm. Die EC50 betrug 25,3 nM für die untransfizierten, 15,6 für die mit 
MC4R-WT, 10,7 für die mit GFP und 126,8 für die mit der S136F Mutante transfizierten CHO-MC4R-
WT Zellen. 
 
Verglichen mit den einzeln transfizierten Konstrukten konnten so WT/WT-Dimere und WT/S136F-
Dimere detektiert werden. Als weitere Negativkontrolle diente die Kotransfektion des MC4R-FLAG mit 
einem MCT8-HA-Konstrukt und als Positivkontrolle der doppelt markierte (N-HA und C-FLAG) 
hMC4R.  
Exemplarisch wurden stabil transfizierte CHO-Zellen mit MC4R-WT oder GFP als Negativkontrollen 
und gleichzeitiger Tranfektionskontrolle und mit dem S136F-Konstrukt transfiziert und mit β-MSH 
stimuliert. Auch bei diesem Experiment ließ sich eine Verschiebung der EC50 um das 10-12-fache 
beobachten (Abb. 33). Bei diesem Versuchsaufbau ist allerdings zu beachten, dass die Verhältnisse 
des stabil transfizierten MC4R-WT und dem zutransfizierten Konstrukt ungewiss sind.
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Tabelle 10: Funktionelle Charakterisierung der Serinmutanten des humanen MC4R. Die in der 
Tabelle angegebenen Werte stellen die Mittelwerte ± Standardabweichung aus mindestens drei 
voneinander unabhängigen Experimenten dar, von denen jedes in Duplikaten durchgeführt wurde. 
*:nicht bestimmbar wegen zu geringer Emax; /: nicht bestimmt. 
 





















MC4R WT 100 0,59±0,04 100 5,67 ± 3,00 100 6,21 ± 4,35 100 99,4 ± 16,7 
S136F / * 14 ± 1 * 18±1 * 23 ± 2 86,8 ± 12,1 
S127L 174±22 0,79±0,87 121 ± 19 17,8 ± 11,5 103±15 25,6 ± 14,5 108 ± 9 72,5 ± 16,6 
S139R 57±36 * 7 ± 2 * 19±4 * 15 ± 13 19,7 ± 15,3 
WT+S136F / 2,13±1,04 77 ± 11 13,37 ± 6,93 76±8 92,0 ± 51,6 109 ± 26 / 
WT+MCT8 / 0,44±0,08 87 ± 21 5,29 ± 2,51 80±5 16,5 ± 11,0 92 ± 4 / 
S127L+S139R 92±16 0,47±0,1 112,7 ± 2 11,2 ± 3,8 108±7 51,1 ± 8,3 98 ± 3 / 
 
 
Abbildung 34: Sandwich ELISA zum Nachweis von Dimerisierung von MC4R-WT und MC4R-
S136F. Einzeln oder kotransfizierte COS-7-Zellen wurden 48h nach Transfektion geerntet und die 
Membranproteine aufgereinigt. FLAG-markierte Membranproteine wurden auf einer Anti-FLAG-
Antikörper beschichteten Platte gebunden, HA-markierte Proteine mittels ELISA gegen den HA-Tag 
nachgewiesen. Als weiße Balken sind die Negativkontrollen, als schwarzer Balken der als 
Positivkontrolle dienende doppelt markierte MC4R dargestellt. *: p<0,05; One-Way ANOVA und 
anschließender Tukey Test) 
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Um den Mechanismus weiter zu untersuchen, wie der Austausch von S139 zu Arginin zu einem so 
dramatischen Funktionsverlust führt, wurde diese Position durch ortsgerichtete Mutagenese zu einem 
hydrophoben Isoleucin substituiert. Ein am Leibniz-Institut für molekulare Pharmakologie (FMP) 
generiertes Computermodell des MC4Rs suggeriert, dass das Arginin eine neue Interaktion mit I170 in 
TM4 eingehen könnte (siehe Diskussion). Die Untersuchung der Signaltransduktion ergab, dass die 
S139I-Mutante im Gegensatz zur S139R-Mutante zu etwa 50% des WT-MC4R durch α-MSH 
stimulierbar ist. Substitution von S139 durch Isoleucin bewirkt also nur einen partiellen 
Funktionsverlust. 




































































Abbildung 35: Vergleich der Signaltransduktionseigenschaften der S139R-Mutation mit dem 
WT und der S139I-Mutation: 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden 
COS-7-Zellen mit dekadisch aufsteigenden α-MSH-Konzentrationen für 45 Minuten stimuliert. Nach 
Lyse der Zellen wurde die intrazelluläre cAMP-Konzentration immunologisch mittels Alpha-Screen-
Technologie bestimmt. Die Konzentrationen wurden mit dem Basalwert des WT normalisiert. Die 
Experimente wurden in Triplikaten durchgeführt und je dreimal wiederholt. (A) Die Grafik repräsentiert 
ein charakteristisches Experiment. Die gemessenen cAMP-Konzentrationen reichten von 18 bis 177 
nM. (B) Die aus drei Experimenten gemittelten EC50 Werte ± Standardabweichung betrugen für den 
WT: 4,5 ± 1,1 nM und für die S139I-Mutante 76 ± 28,5 nM. Die aus drei Experimenten gemittelten 
Emax-Werte sind gezeigt. 
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4.5.  Identifikation des bevorzugten Start-ATGs des humanen MC3R 
Zwei Polymorphismen des humanen MC3Rs (T6K und V81I) wurden in Assoziationsstudien mit 
Übergewicht und Adipositas im Kindesalter assoziiert. Keine der beiden Mutationen verursacht 
dramatische Effekte auf die Signaltransduktion. Liegen beide Mutationen auf einem Allel, konnte eine 
geringe Erniedrigung der Maximalstimulation gezeigt werden (Feng et al., 2005). Eine 
ligandenunabhängige Bestimmung der Oberflächenexpression wurde bisher nicht durchgeführt. Es 
wurde die codierende DNA des humanen MC3R in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDps 
hinter einen aminoterminalen HA-Tag kloniert (schwarz in Abb. 36). Dann wurden Zelloberflächen-
ELISAs gegen den HA-Tag durchgeführt. Hierbei zeigte sich verglichen mit dem humanen MC4R als 
Kontrollkonstrukt nur eine extrem geringe Oberflächenexpression (Abb. 37). Wie am Anfang des 
Ergebnisteils gezeigt wurde, konnte auch der murine MC3R problemlos an der Zelloberfläche 
nachgewiesen werden. Bei einem Alignment von orthologen MC3-Rezeptoren fällt auf, dass bis auf 
den Menschen und seinen nächsten Verwandten, den Schimpansen, das Start-ATG fehlt und ein 
weiter 3’ gelegenes ATG zur Translationsinitiation benutzt wird (Abb. 38). 
 
Abbildung 36: Schematische Darstellung der hMC3R-NHA Konstrukte. Dargestellt ist der nicht 
maßstabsgetreue Aufbau der klonierten Vektorkonstrukte pcDps-hMC3R-N-HA-1.ATG (B) und pcDps-
hMC3R-N-HA-2.ATG (C) im Vergleich zur genomischen Sequenz (A). Der Stern kennzeichnet die 
relative Position der T6K-Mutation. Als Pfeil ist der SV40-Promotor des Vektors, als weiße Box die 
Kozaksequenz des Vektors, als schwarze Box der HA-Tag und als graue Box die codierende MC3R-
Sequenz dargestellt. 
 
Dieses ATG findet sich auch in Homo sapiens und Pan troglodytes und soll im Weiteren als 2. ATG 
bezeichnet werden. Interessant ist hierbei, dass die T6K-Mutation zwischen den beiden ATGs liegt 
und dass das Lysin, die in der Datenbank angegebene Aminosäure, an dieser Position beim 
Schimpansen-MC3R gefunden wurde. Zur weiteren Untersuchung wurde der HA-Tag nun direkt an 
die Stelle des zweiten ATGs kloniert (Abb 36C). Im Oberflächen-ELISA zeigte sich eine schwache 
Expression für das Konstrukt, das am 1.ATG beginnt und stärkere Expression für das Konstrukt, das 
mit dem 2.ATG beginnt (Abb. 37). Die Oberflächenexpression des 2.ATG-WT-Konstrukts ist nun mit 
der des hMC4R vergleichbar (p>0,05 mit One-Way ANOVA und anschliessendem Tukey-Test). Es 
muss allerdings auch beim 1.ATG-Konstrukt Rezeptorprotein translatiert werden, da in cAMP-
Akkumulationsexperimenten das 1.ATG-Konstrukt genau so gut mit α-MSH stimulierbar ist, wie das 
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2.ATG-Konstrukt (Abb. 39). Diese Daten deuten darauf hin, dass zumindest in diesem in vitro 
Zellsystem bei Transfektion des 1.ATG-Vektors das ATG des Tags trotz der starken Kozaksequenz 
des Vektors überlesen und das 2.ATG als Translationsstart präferiert wird. 









































Abbildung 37: Zelloberflächenexpression von hMC3R-Konstrukten verglichen mit dem hMC4R. 
Aminoterminal HA-getaggte-Rezeptorkonstrukte wurden 48h nach Transfektion in COS-7-Zellen 
formaldehydfixiert und mit einem Anti-HA-Biotin-Antikörperkonjugat und Streptavidin-POD detektiert. 
Peroxidaseaktivität wurde photometrisch gemessen, die OD einer GFP-transfizierten Kontrolle wurde 
abgezogen. Die Werte wurden dann auf die gemittelte OD des MC4R bezogen. Die Grafik zeigt 
Mittelwerte und SEM drei unabhängiger Experimente, von denen jedes in Quadrupletts durchgeführt 
wurde. Die gemessenen OD-Werte lagen zwischen 0,16 für GFP und 1,185 für MC3R 2.ATG. *: 
signifikanter Unterschied zum MC3R 1.ATG (p<0,001 mit one-way ANOVA und Tukey-Post-hoc-Test). 
 
  
Abbildung 38: Alignment von orthologen MC3R-Sequenzen im Bereich der putativen Start-
ATGs auf (A) Protein- und (B) DNA-Ebene. Identische Aminosäuren bzw. Basen der Orthologen 
sind in der humanen Sequenz als Punkte und darunter als Sterne dargestellt. Fehlende Aminosäuren 
bzw. Basen sind durch Striche gekennzeichnet. Die beiden Start-ATGs des humanen und des 
murinen MC3Rs sind durch Kästchen markiert. Das Alignment wurde mit der GENtle-Software erstellt 




 Ergebnisse  74 




































Abbildung 39: Vergleich der Signaltransduktionseigenschaften der humanen vom 1. bzw. 2. 
ATG klonierten MC3R. 48 Stunden nach Transfektion wurden die rezeptorexprimierenden COS-7-
Zellen mit dekadisch aufsteigenden α-MSH für 45 Minuten stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die 
intrazelluläre cAMP-Konzentration immunologisch mittels Alpha-Screen-Technologie bestimmt. Die 
Konzentrationen wurden mit dem Basalwert des MC3R-1.ATG-Konstruktes normalisiert. Die 
Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt. Die Grafik repräsentiert ein charakteristisches 
Experiment. 
 
Eine andere Erklärung wäre das posttranslationale Abspalten eines kurzen aminoterminalen 
Fragments vor dem 2. Methionin, wodurch der aminoterminale HA-Tag vom Rezeptorprotein 
abgetrennt werden würde.  
 
Um zu untersuchen, welches der beiden Codons des humanen MC3R bevorzugt zur 
Translationsinitiation benutzt wird, wurde ein Fragment beginnend 90 Basen vor dem ersten ATG bis 
90 Basen nach dem zweiten ATG in den pcDps-Vektor unter Berücksichtigung des Leserahmens vor 
eine GFP-cDNA kloniert. Das Start-ATG des GFPs war in diesem Vektor deletiert. Somit entstand ein 
Konstrukt beginnend von der 5’-UTR bis zum Ende des Aminoterminus des hMC3R, bei dem beide 
Start-Codons des MC3R in ihrer natürlichen Umgebung lagen. Nach Transfektion in COS-7-Zellen 
konnte so die Effizienz der Translation durch Messung der durch das GFP erzeugten Fluoreszenz 
bestimmt werden. In weiteren ortsgerichteten Mutageneseschritten wurden die Start-Codons zu TTG-
Codons mutiert, so dass neben dem WT-Konstrukt (ATG/ATG) auch Konstrukte ohne das erste 
(TTG/ATG) bzw. ohne das zweite (ATG/TTG) oder ganz ohne Startcodons (TTG/TTG) entstanden 
(Abb. 40A). Als Kontrollen wurde der Vektor mit nur der GFP-cDNA ohne ATG (Leervektor) und der 
Vektor pEGFP verwendet. Die Messung ergab eine ca. 3-fach höhere Fluoreszenz des Vektors mit 
dem klonierten MC3R-Fragment verglichen mit dem Leervektor (Abb. 40B; One-Way ANOVA mit 
Tukey’s Post Hoc Test p<0,001). Wurde das erste ATG zu einem TTG mutiert, verursachte das keinen 
Unterschied verglichen mit dem Konstrukt mit beiden ATG-Codons (p>0,05). 
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Abbildung 40: Identifizierung des bevorzugten Start-ATGs des humanen MC3-Rezeptors. (A) 
Schematische Darstellung der klonierten Konstrukte: Nach dem SV40-Promotor folgt die 5’-UTR des 
MC3R gefolgt von einem aminoterminalen Fragment der codierenden MC3R-Sequenz, die ein 
Fusionsprotein mit dem 3’ gelegenen GFP bildet. Desweiteren wurden Konstrukte mit jeweils einem 
oder keinem Startcodon hergestellt. (B) Gemessene Fluoreszenz als Messgrösse für die 
Translationseffizienz. 48 nach Transfektion in COS-7 Zellen wurden die Zellen chemisch lysiert und 
die GFP-Fluoreszenz photometrisch bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM aus drei 
unabhängigen Experimenten, von denen jedes in Quadrupletts durchgeführt wurde. Die einzelnen 
Messwerte wurden mittels Division durch den Wert des Leervektors normalisiert und lagen im Bereich 
von 76 bis 720. *: Signifikanter Unterschied zum TTG/TTG Konstrukt (p<0,001 .bei One-Way ANOVA 
mit anschliessendem Tukey-Test). 
 
Das Konstrukt ohne das zweite ATG (ATG/TTG) verursachte genauso wenig eine Translation des 
GFPs wie das Konstrukt in dem beide ATGs (TTG/TTG) fehlten und verhielt sich wie der Leervektor 
(p>0,05). Aus diesen Daten läßt sich schließen, dass es sich bei dem zweiten Start-ATG des MC3-
Rezeptors um das Bevorzugte handelt. Das erste Startcodon wird dabei überlesen und führt nicht zur 
Translationsinitiation. Desweiteren wurde die T6K-Variante auf die Translationsinitiation untersucht. 
Dazu wurde das zu dem Aminosäureaustausch führende Cytosin zu Adenin ausgetauscht 
(ACG→AAG). Dieser Austausch führte in keinem der Konstrukte (ATG/ATG; ATG/TTG; TTG/ATG) zu 
einer Veränderung der Translationseffizienz. Der Vergleich der T mit der K Variante ergab für keines 
der Konstrukte eine Signifikanz (p>0,05 bei One-Way ANOVA mit anschliessendem Tukey-Test). Der 
T6K-Polymorphismus liegt vor dem zweiten und eigentlichen Start-ATG und somit nicht mehr im 
proteinogenen Bereich. Auch auf die Translationseffizienz oder die Wahl des ATGs des 
Translationstartes hat er in dem hier verwendeten in vitro System keinen Einfluss. 
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4.6.  Identifikation eines Protein-Protein-Interaktionspartners von TrkB 
4.6.1. Hefe-2-Hybrid-Screen von TrkB- und MC4R-Fragmenten gegen Gehirnproteine 
In einem Hefe-2-Hybrid (Y2H)-Screen sollte nach neuen Interaktionspartnern zweier in der 
hypothalamischen Appetitregulation beteiligter Rezeptoren, dem G-Protein gekoppelte MC4-Rezeptor 
und der Rezeptortyrosinkinase TrkB, gesucht werden. Der Y2H-Screen basiert auf Koexpression des 
zu untersuchenden mit der LexA-DNA-Bindungsdomäne fusionierten Baitproteins mit potentiellen mit 
der GAL4-Aktivierungsdomäne fusionierten Prey-Proteinen. Bei einer Interaktion von Bait und Prey 
Protein wird die Transkription eines Reportergens aktiviert. 




















Abbildung 41: schematische Abbildung der im Hefe-2-Hybrid eingesetzten TrkB-Fragmente. Die 
Fragmente sind als Linien über und unter der schematischen Exonstruktur des TrkB Proteins 
dargestellt. Eine gepunktete Linie bedeutet, dass keine Interaktion gefunden wurde, gestrichelte Linien 
kennzeichnen autoaktive Fragmente. 
 
Beide Rezeptoren wurden sowohl in voller Länge als auch in kleineren Fragmenten in den Hefevektor 
pBTM117c C-terminal ohne Verschiebung des Leserahmens hinter die DNA-Bindungsdomäne des 
LexA-Gens kloniert. Für die Klonierung der TrkB-cDNA wurde kommerziell erworbene humane 
Gehirn-RNA unter Verwendung von oligo-dT-Primern in cDNA revers transkribiert und zunächst in den 
Topoisomerasevektor pCR2.1 ligiert. Die nachfolgende Sequenzierung ergab, dass nur die full-length-
Variante ohne Exon 17 amplifiziert werden konnte. Die Fragmente wurden dann mit den 
entsprechenden Schnittstellen enthaltenden Primern reamplifiziert und dann in den pACT4-1b über 
Sal- und Not-Schnittstellen kloniert.  
Die MC4R-Konstrukte wurden aus einem bereits vorhandenen MC4R-pcDps amplifiziert. Zusätzlich 





Abb. 41 stellt schematisch die klonierten Fragmente für TrkB dar. In der Arbeitsgruppe von Prof. 
Wanker am MDC Berlin-Buch wurden die Konstrukte in den Saccharomyces cerivisiae Stamm L40ccu 
MATa transformiert und als Köder (Bait) in einem automatisierten Yeast-2-Hybrid Screen gegen 
~10.000 in humanem Gehirn exprimierte Beuteproteine (Prey) auf Interaktion getestet. Die Prey-
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Proteine waren an die Aktivierungsdomäne des GAL4-Proteins in dem Vektor pACT4-1b kloniert und 
in den Hefestamm L40cc MATα transformiert. Im high-throughput-Screen wurden Bait- und Prey-
Stämme gemischt und auf SD2 (Mangelmedium ohne Leucin und Tryptophan) gespottet, um auf 
diploide, Bait und Preyplasmide tragende Stämme zu selektieren. Von dort wurden die Kolonien auf 
SD4 Medium (Mangelmedium ohne Leucin, Tryptophan, Histidin und Uracil) um auf die Reportergene 
HIS3 und URA3 zu selektieren, welche nur bei einer Interaktion von Bait- und Preyprotein aktiviert 
werden. Um eventuelle Autoaktivität eines Baitproteins zu überprüfen wurden zuvor haploide, nur mit 
dem Baitvektor transformierte Hefen auf SD4 gespottet. So erwiesen sich die Konstrukte TrkB3, TrkB5 
und TrkB8 als autoaktiv und wurden aus dem Screen ausgeschlossen (Abb. 41). Als zusätzliche 
Kontrolle der Interaktion wurden die diploiden Hefezellen auf Nylonmembranen über SD2 Medium 
überpickt, um die Aktivität des dritten Reportergens lacZ zu überprüfen. Für keines der MC4R-
Konstrukte konnte eine Interaktion mit den Bait-Proteinen gezeigt werden, auch für den Großteil der 
TrkB-Fragmente war der Screen negativ. Nur für das Fragment Trkb4, das nur aus Exon 18 der 
intrazellulären Juxtamembrandomäne besteht, konnten Protein-Protein-Interaktionen gezeigt werden 
(Abb. 42). Ansequenzierung der drei Preyvektoren identifizierte Prey 1 als C20orf40 (=LSM14B), Prey 
2 als Septin3 Splicevariante a und Prey 3 als Upstream of NRAS (UNR).  
 
Abbildung 42: Ergebnis des Yeast-2-Hybrid Screens. links: Wachstum diploider Kolonien auf SD2-
Medium, mitte: Aktivierung der Reportergene HIS3 und URA3 auf SD4-Mangelmedium, rechts 
Aktivierung des lacZ Reportergens auf über SD2-Medium platzierter Nitrozellulosemembran. 
Prey1:C20orf40; Prey2: Sept3_a, Prey3: UNR 
 
Über die Funktion von c20orf40 ist bisher nichts bekannt. Da es sich bei UNR um ein in den 
Translationsvorgang involviertes Protein handelt (Cornelis et al., 2005), das auf den ersten Blick wenig 
mit TrkB/BDNF-Signaltransduktion zu tun hat, wurde die Interaktion mit Septin3 weiter untersucht. 
Septine sind GTP-bindende Proteine, die mit der Zellmembran und Aktin- bzw 
Microtubulicytoskeletten assoziiert sind. Sie besitzen eine N-terminal gelegene prolinreiche von Septin 
zu Septin variable Region, gefolgt von einer zur Membranassoziation wichtigen polybasischen 
Domäne. C-Terminal davon befindet sich die GTP-Bindungsdomäne. Die meisten Septine enden am 
C-Terminus mit einer variablen coiled-coiled-Domäne, die bei den Septinen 3, 9 und 12 fehlt (Spiliotis 
und Nelson, 2005). Das als Preyprotein klonierte Fragment beginnt nach 75 Aminosäuren innerhalb 
der GTP-Bindungsdomäne und ist 270 Aminosäuren lang. Es existieren drei verschieden 
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Splicevarianten des humanen Sept3 (Methner et al., 2001). Die Variante Sept3_b ist 8 Aminosäuren 
länger als Sept3_a, außerdem unterscheiden sich die 8 C-terminalen Aminosäuren voneinander (Abb. 
44C). Zusätzlich exisitiert noch ein drittes Transkript, das nur aus den 71 N-Terminalen Aminosäuren 
besteht. 
4.6.2. Verifikation der Interaktion zwischen Sept3 und TrkB mittels GST-Pulldown-Assay 
Zur Verifikation des Yeast-2-Hybrid-Experiments wurde zunächst die Septin cDNA aus dem pACT-
Vektor über SalI/NotI in den GST-Fusionsvektor pGEX-6P2 umgehängt, wodurch ein C-Terminal an 
die Gluthathion-S-Tranferase fusioniertes Konstrukt unter Kontrolle eines bakteriellen durch IPTG 
induzierbaren Tac-Promotors erzeugt wurde. 
 
Abbildung 43: GST-Pulldown-Assay zum Nachweis der in vitro Interaktion von TrkB und Sept3.  
A) Schematische Darstellung der im Pulldown-Assay eingesetzten Fragmente im Vergleich zum 
gesamten Protein und dem im Y2H-Screen identifizierten Fragment. B und C) E. coli-Lysate wurden 
mit Gluthahtion-Agarosebeads inkubiert, gewaschen und dann mit COS-7-Lysaten inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen wurden die Beads in Loadingpuffer gekocht, der Überstand mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Immunodetektion der TrkB-Konstrukte erfolgte 
mittels Anti-HA-Biotin und Streptavidin-POD. 
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Das nur aus Exon 18 bestehende TrKB-Fragment konnte aufgrund seines geringen 
Molekulargewichtes nur schlecht in COS-7-Zellen exprimiert bzw. im Westernblot detektiert werden. 
Daher wurde die gesamte intrazelluläre Domäne zusammen mit einem aminoterminal lokalisierten, zur 
immunologischen Detektion dienenden, HA Tag über XhoI/EcoRI Schnittstellen in den eukaryotischen 
Expressionsvektor pcDNA3 kloniert. Wie in Abb. 43B ersichtlich, konnte im GST-Pulldown Assay die 
Interaktion der intrazellulären Domäne des TrkB (TrkB 18-24) mit dem GST-fusionierten Sept3_a 
Fragment verifiziert werden. In dem gezeigten Assay wurden zwei verschiedene Mengen COS-7 
Lysat, 300 bzw. 600 µg Potein, eingesetzt. Bei beiden Ansätzen mit GST-fusioniertem Sept3 wurde 
wie direkt im COS-7-Lysat ein etwa 40kD großes Protein detektiert, das der erwarteten Größe 
entsprach. In den Negativkontrollen (Gluthathionbeads allein und Gluthathionbeads inkubiert mit GST-
Lysat) konnte kein HA-markiertes TrkB-Fragment detektiert werden. Um zu zeigen, dass nur die durch 
Exon 18 kodierte juxtamembranäre Domäne für die Protein-Protein-Interaktion verantwortlich ist, 
wurden weitere Pulldown-Assays mit einem die Exons 20-24 umfassenden TrkB Fragment 
durchgeführt (Abb 43 C). Dieses Experiment diente außerdem als Kontrolle für unspezifische 
Interaktionen. Tatsächlich fand zwischen dem entsprechend kleineren, etwa 35 kD großen Fragment 
und dem GST-markierten Sept3_a Fragment keine Bindung statt.  
4.6.3. Einschränkung der Interaktionsdomänen von TrkB und Sept3 
Um zu untersuchen, ob der in den beiden Sept3 Splicevarianten verschiedene Carboxyterminus eine 
Rolle bei der Interaktion mit TrkB spielt, wurde aus kommerzieller humaner Gehirn-RNA, die revers in 
cDNA transkribiert wurde, die Splicevariante b amplifiziert und kloniert. 
 
Abbildung 44: Einfluß der Sept3 Splicvarianten auf die Interaktion mit TrkB. (A) GST-
Pulldownassay von GST-Sept3_a bzw. 3_b und HA-TrkB-18-24. E. coli Lysate wurden mit 
Gluthathion-Agarosebeads inkubiert, gewaschen und dann mit COS-7 Lysaten inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen wurden die Beads in Loadingpuffer gekocht, der Überstand mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Immunodetektion der TrkB-Konstrukte erfolgte 
mittels Anti-HA-Biotin und Streptavidin-POD. (B) Comassie-gefärbtes Gel der an die Gluthathionbeads 
gebundenen Proteine nach dem Pulldown-Assay. (C) Aminosäurealignment der in den Sept3-
Splicevarianten unterschiedlichen Carboxytermini. Identische Aminosäuren sind als Punkte und 
darunter als Sterne dargestellt. Fehlende Aminosäuren sind durch Striche gekennzeichnet Das 
Alignment wurde mit der GENtle-Software erstellt und es wurde ein Clustal-W-Algorithmus verwendet. 
Die Sequenzen wurden der NCBI-Nukleotiddatenbank entnommen. 
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Analog zur bereits in den E. coli Expressionsvektor klonierten Splicevariante a wurde dann das 
Sept3_b ab der 75. Aminosäure carboxyterminal hinter die GST-Sequenz des pGEX-6P2 ligiert und in 
den E. coli-Stamm BL21-CodonPlus RP transformiert.  
Abb. 44A zeigt, dass auch bei Sept3_b eine Interaktion mit TrkB 18-24 stattfindet. Die etwas 
schwächere Bande kommt durch die schlechtere Expression von dem Sept3_b-GST-Fusionsprotein 
zustande, wie in dem in Abb. 44B gezeigten Comassie-Gel zu sehen ist  
 
Eine wichtige Region der Juxtamembrandomäne ist die Shc-Bindungsstelle. Diese ist in allen drei 
Neurotrophinrezeptoren identisch und beinhaltet ein Tyrosin, das bei Aktivierung des Rezeptors 
phosphoryliert wird. Die Bindung von Shc erfolgt dann an der phosphorylierten Bindungsstelle. Um zu 
untersuchen, ob die Interaktion von Sept3 phosphorylierungsabhängig ist, wurde ein TrkB-Konstrukt 
erstellt, dessen Tyrosin im Shc-Bindungsmotiv durch ein Phenylalanin ersetzt ist (TrkB Y516F), 
wodurch eine Phosphorylierung verhindert wird. Im Pulldown-Assay gegen GST-Sept3 konnten 
sowohl das WT-Konstrukt als auch die Y516F-Mutante kopräzipitiert werden (Abb. 45A). Die TrkB-
Sept3-Interaktion geschieht also unabhängig von der Phosphorylierung der Shc Bindungsstelle.  
 
 
Abbildung 45: Einfluss der Phosphorylierung der Shc-Bindungsstelle (A) und einer N-terminal 
angrenzenden Region (C) in der Juxtamembrandomäne von TrkB auf die Bindung an Sept3. (A) 
und (C) GST-Pulldown-Assays mit Sept3 und HA-markierten TrkB-Konstrukten. E. coli-Lysate wurden 
mit Gluthathion-Agarosebeads inkubiert, gewaschen und dann mit COS-7-Lysaten inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen wurden die Beads in Loadingpuffer gekocht, der Überstand mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran geblottet. Immunodetektion der TrkB-Konstrukte erfolgte 
mittels Anti-HA-Biotin und Streptavidin-POD. (B) Aminosäurealignment der Juxtamembrandomäne 
von TrkA und TrkB. Identische Aminosäuren sind als Punkte dargestellt. Fehlende Aminosäuren sind 
durch Striche gekennzeichnet Das Alignment wurde mit der GENtle-Software erstellt und es wurde ein 
Clustal-W Algorithmus verwendet. Das Tyrosin 516 und die im TrkBAB ausgetauschte Region sind 
gekennzeichnet. 
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Über die Funktion der restlichen Juxtamembrandomäne ist nicht viel bekannt. Chen und Mitarbeiter 
konnten zeigen, dass nach Ligandenbindung internalisiertes TrkB in PC12-Zellen degradiert, TrkA 
hingegen recycelt wird und an die Zelloberfläche zurückgelangt (Chen et al., 2005). Wird die 
Juxtamembrandomäne von TrkB durch die von TrkA ersetzt, wird das Hybridkonstrukt wie TrkA 
recycelt. Die Autoren konnten die kritische Region auf einige Aminosäuren aminoterminal der Shc-
Bindungsstelle eingrenzen. 
 
Um zu untersuchen, ob auch TrkA mit Sept3 interagiert, wurde ein dem TrkB 18-24 entsprechendes 
TrkA-Fragment amplifiziert und aminoterminal HA epitopmarkiert. Dieses Fragment konnte allerdings 
nur in unzureichenden Mengen in COS-7-Zellen exprimiert werden. Daher wurde die von Chen und 
Mitarbeitern beschriebene Region im TrkB 18-24 mittels overlap-PCR durch die homologe TrkA-
Sequenz ersetzt (Abb. 45B), was in einem gut exprimierbaren Protein resultierte. Dieses Hybridprotein 
(TrkBAB) konnte im GST-Pulldown-Assay nicht an Sept3 binden (Abb 45C). Das deutet darauf hin, 
dass diese N-terminal der Shc-Bindungsstelle gelegene Region essentiell für die TrkB-Sept3-
Interaktion ist. 
4.6.4. Subzelluläre Colokalisation von fluoreszenzmarkiertem TrkB und Sept3 in PC12 
Zellen 
In einem weiteren Ansatz sollte die zelluläre Colokalisation von Sept3 und TrkB in neuronalen Zellen 
untersucht werden. Dazu wurde das gesamte TrkB unter Einhaltung des Leserahmens aminoterminal 
vor ein im Vektor pEYFP-N1 vorhandes YFP kloniert. Das gesamte Sept3_b wurde carboxyterminal 
hinter CFP in den pECFP-C1-Vektor kloniert. Zur Expression wurde die Zellinie PC12 verwendet, eine 
aus Ratten gewonnene Phäochoromocytomzelllinie, die sich bei Zugabe von Nervenwachstumsfaktor 
(NGF) zu einem neuronalen Typ differenzieren lässt. Unter Benutzung des Amaxa-
Nucleofectionssystems wurden zunächst beide Vektoren in undifferenzierte, in Suspension 
vorliegende PC12-Zellen cotransfiziert, und nach der Transfektion mit NGF-haltigem Medium in 
Zellkulturschalen mit kollagenbeschichteten Glasplättchen ausgesät. Nach etwa einer Woche waren 
die Zellen ausdifferenziert und wurden im konfokalen Mikroskop analysiert. Abbildung 46 zeigt eine 
kotransfizierte und zu einem Neuron ausdifferenzierte PC12-Zelle. Eine Kolokalisation des YFP-
markierten TrkB mit dem CFP-makierten Sept3 ist sowohl an den Enden der neuronalen Fortsätze als 
auch im Zellkörper zu erkennen.  
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Abbildung 46: Colokalisation von TrkB und Sept3 in differenzierten PC12-Zellen. 
Konukleofizierte PC12 Zellen wurden 5 Tage lang mit 300 ng/ml NGF zu Neuronen differenziert. Bilder 
der lebenden Zellen wurden unter Verwendung des konfokalen Mikroskops LSM 510 meta 
ausgerüstet mit einem 458 nm- bzw. einem 488 nm-Laser zur Anregung und eines LP505 
Emissionsfilters aufgenommen. Oben (grün): Carboxyterminal YFP markiertes TrkB-FL; Mitte (rot): 
Aminoterminal markiertes Sept3; Unten: Überlagertes Bild von TrkB-YFP und Sept3-CFP.  
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5.  Diskussion 
5.1. Evolutionärer Ansatz zur Auswertung von Mutationen des MC4R 
In adipösen Patienten wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eine Vielzahl von MC4R-Mutationen 
identifiziert. Diese Mutationen sind nicht immer funktionell relevant und verteilen sich über die 
Aminosäuren des gesamten Rezeptors. Die Identifikation evolutionär besonders konservierter 
Bereiche würde eine nützliche Hilfe zur Auswertung neuer oder bereits gefundener Mutationen 
darstellen. In einem evolutionären Ansatz wurden Datanbanken nach bereits vorhandenen MC4R-
Sequenzen verschiedener Vertebraten durchsucht. Desweiteren wurden über 30 neue orthologe 
MC4R partiell kloniert. Die Klonierung aus genomischer DNA war deshalb möglich, da der MC4R nur 
ein Exon besitzt. Aus dem Alignment der insgesamt 70 Aminosäuresequenzen konnten dann stark 
oder schwach konservierte Bereiche oder einzelne konservierte Aminosäuren identifiziert werden. Hier 
fiel auf, dass der ecl1 am wenigsten konserviert ist und auch als einzige Domäne (ausgenommen die 
N- bzw. C-Termini) eine Längenvariation aufweist. Die N- und C-Termini sind die am geringsten 
konservierten Domänen des MC4R, was darauf schließen läßt, dass diese beiden Domänen wenig 
Einfluss auf die Funktionalität des Rezeptors haben. Die Heterogenität der Termini machte es schwer, 
neue orthologe Rezeptoren in voller Länge zu amplifizieren. Alle verfügbaren Sequenzen des C-
Terminus weisen ein für eine mögliche Palmitylierung zur Membranverankerung wichtiges Cystein auf, 
allerdings fehlt in einigen Fisch-MC4R das im humanen MC4R für das Membrantraffiking wichtige 
Dileucin-Motiv (VanLeeuwen et al., 2003). Bei den Transmembrandomänen ist TM3 am meisten 
konserviert, TM4 am geringsten. Alle fünf extrazellulären Cysteine sind konserviert, was noch einmal 
die Wichtigkeit der Disulfidbrücke im elc3 hervorhebt (Tarnow et al., 2003). Exemplarisch wurden 
zunächst acht orthologe MC4R funktionell auf Signaltransduktion, Oberflächenexpression und 
Ligandenbindung untersucht. Hier konnten nur Effekte festgestellt werden, die deutlich geringer als die 
von (partiellen) Funktionsverlustmutationen waren. Es kann natürlich nicht ausgeschlossen werden, 
dass ein nicht funktionell charakterisierter orthologer Rezeptor funktionell inaktiv ist. Da der MC4R 
aber auch eine Rolle im Sexualverhalten spielt (Van der Ploeg et al., 2002), ist anzunehmen, dass ein 
funktionsuntüchtiger MC4R evolutionär ungünstig wäre. Variationen der kodierenden Sequenzen der 
MC4-Rezeptoren sind vermutlich nicht für unterschiedliche Körpergewichte oder 
Körperzusammensetzungen von verschiedenen Spezies verantwortlich. Orthologe Promotorregionen 
wurden wegen ihrere heterogenität nicht untersucht, es ist daher nicht auszuschließen, dass auf 
regulatorischer Ebene Unterschiede der MC4R-Expression existieren. Es ist auch zu beachten, dass 
die hier charakterisierten orthologen Rezeptorkonstrukte die humanen N- und C-Termini besaßen. Bei 
Mutationen im N-Terminus des humanen MC4R konnte ein Einfluss auf die Basalaktivität beobachtet 
werden (Srinivasan et al., 2004). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die geringe 
Konservierung des N-terminus in den orthologen MC4R die konstitutive Aktivität der Rezeptoren 
beeinflusst. 
 
Vergleicht man in humanen Probanden gefundene Mutationen und deren funktionellen Effekt mit dem 
Konservierungsgrad der entsprechenden Position, fällt auf, dass an zu 100% konservierten Positionen 
häufiger Funktionsverlustmutationen gefunden werden, als Mutationen ohne Effekt. An nicht 
konservierten Positionen treten mehr Mutationen auf, die sich wie der WT verhalten, als Mutationen, 
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die einen Funktionsverlust hervorrufen. Dass Mutationen an unkonservierten Positionen einen 
Funktionsverlust bewirken können, ist durch die Aminosäure bedingt, zu der die Position ausgetauscht 
ist. So ist es z.B. nicht verwunderlich, dass ein Austausch von Isoleucin zum geladenen Lysin an der 
Position 125 zu einem Funktionsverlust führt. Andersherum gibt es Mutationen an 100% konservierten 
Positionen, die keinen Funktionsverlust bewirken. Es ist möglich, dass diese Positionen in anderen, 
nicht untersuchten Spezies nicht konserviert sind. Bewirkt eine als funktionell relevant charakterisierte 
Mutation einen Aminosäureaustausch, der auch in einem der orthologen Rezeptoren zu finden ist, 
deutet das darauf hin, das der Rezeptor dieser Spezies nicht funktionsfähig ist. Dieses ist bei der V95I 
Mutation aufgetreten, die auch bem Eisbären gefunden wurde. Es besteht die Möglichkeit, dass der 
Eisbär als Anpassung an seine arktische und maritime Umgebung Vorteile aus einem veränderten 
Metabolismus oder einer erhöhten Fettspeicherung zieht. Zusätzlich wurden die Sequenzen 
verschiedener Ursidae-Spezies amplifiziert und sequenziert. Keine der untersuchten Spezies wies den 
V95I-Aminosäureaustausch auf, auch nicht der nächste Verwandte des Eisbären, der Braunbär 
(Ursos arctos). Braun- und Eisbären gingen vor 300.000 Jahren aus einem gemeinsamen Vorfahren 
hervor (Talbot und Shields, 1996). Um auszuschließen, dass der Eisbär, dessen MC4R sequenziert 
wurde, Träger einer seltenen Variante ist, wurden zusätzlich die MC4R von fünf weiteren Eis- und 
Braunbären untersucht. Alle Braunbären weisen – wie alle anderen untersuchten Spezies – an dieser 
Position ein Valin, alle Eisbären ein Isoleucin auf. Signaltransduktionseigenschaften des Eisbären-
MC4R wurden mit denen des humanen und des Braunbären verglichen und zeigten keine 
Unterschiede. Um zu zu verifizieren, dass die humane V95I-Mutation tatsächlich wie beschrieben eine 
vollständige Funktionsverlustmutation ist, wurde diese Mutation mittels ortsgerichteter Mutagenese 
erstellt und auf Signaltransduktioneigenschaften hin untersucht. Hier konnte kein Unterschied zum 
humanen MC4R-WT festgestellt werden. Nach Durchführung dieser Arbeiten wurde im NCBI-Trace-
Archive mit dem Gürteltier (Dasypus novemcinctus) ein weiterer orthologer MC4R identifiziert, der ein 
die Isoleucinvariante an dieser Position trägt. Diese Daten unterstreichen die Aussagekraft des 
Orthologenvergleiches zur Vorhersage und zur Auswertung des Effektes von in humanen Individuen 
gefundenen MC4R Mutationen. 
 
Der MC4R ist während der 450 Millionen Jahre andauernden Evolution der Vertebraten in Struktur 
und Funktion hochkonserviert. Es konnte gezeigt werden, dass eine starke Korrelation zwischen 
konservierten Aminosäuren und der funktionellen Relevanz von MC4R-Mutationen besteht. Adipositas 
ist ein multifaktorieller Phänotyp, daher müssen auch in adipösen Patienten gefundene Mutationen 
nicht zwangsläufig zu einem Funktionsverlust führen. Die Reevaluation von in der Literatur 
beschriebenen Mutationen kann –wie bei der V95I-Mutation – in Betracht gezogen werden. Der 
Orthologenvergleich besitzt eine hohe Aussagekraft zur Abschätzung der funktionellen Relevanz einer 
Mutation, allerdings wird auf in vitro Assays nicht verzichtet werden können. Zur Ergänzung und zur 
Erleichterung einer Interpretation kann dieser evolutionäre Ansatz aber angewendet werden. In dieser 
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5.2. N-Ethyl-N-Nitrosourea -induzierte Mutationen in murinen 
Melanocortinrezeptoren 
Durch das Keimbahnmutagen N-Ethyl-N-Nitrosourea hervorgerufene Mutationen bieten einen 
alternativen Ansatz zu knockout-Strategien zur Untersuchung von Genprodukten im Mausmodell. Das 
Screenen einer Spermienbank ENU-behandelter Mäuse ist zeitsparender als herkömmliche knockout-
Ansätze. Ein weiterer Vorteil ist die Möglichkeit, statt vollständiger Funktionsverlustmutationen 
hypomorphe bzw. partiell inaktivierende Mutationen zu finden, die besonders bei Genen, deren 
vollständige Deletion letal wäre, vorteilhaft ist. Allerdings weist die ENU-Methode zwei entscheidende 
Nachteile auf: 1) Es kann nicht vorausgesetzt werden, dass das zu untersuchende Gen von einer 
Mutation betroffen ist, und 2) wenn eine Mutation in dem gewünschten Gen gefunden wurde, bedarf 
es einer funktionellen Charakterisierung, um eine Funktionsveränderung (meistens einen 
Funktionsverlust) festzustellen. Zur Überprüfung dieses Ansatzes wurden zwei schon gut untersuchte 
GPCRs ausgewählt, die in der Appetitregulation eine Rolle spielen: Die Melanocortinrezeptoren 3 und 
4. GPCRs eignen sich besonders für ein Screening, da sie oft intronlos sind oder nur ein codierendes 
Exon besitzen und sie durch den bekannten Signalweg vergleichsweise einfach funktionell zu 
charakterisieren sind. In dem über 9000 Proben umfassenden Spermienarchiv ENU-behandelter 
Mäuse der Firma Ingenium wurden im MC3R drei Missensemutationen (Y152C, L247G und T267P), 
im MC4R fünf Missensemutationen (Y21H, R147S, I194F, M281R und Y302C) identifiziert. Die in 
dieser Arbeit durchgeführte funktionelle Charakterisierung ergab für die MC3R-Mutationen einen 
partiellen Funktionsverlust für die Y152C- und die L247G-Mutante und einen vollständigen 
Funktionsverlust für die T267P-Mutante, der hauptsächlich durch eine stark verminderte 
Zelloberflächenexpression verursacht wird. Das Tyrosin an Position 152 und das Leucin an Position 
247 sind in neun orthologen MC3-Rezeptoren vollständig konserviert, was auf eine essentielle 
Funktion dieser beiden Aminosäuren schließen lässt. Das Tryptophan an Position 267 ist in Fischen 
und im Molch, sowie im humanen MC4R durch ein Serin substituiert. Im hMC4R führt die Substitution 
dieses Serins durch ein Cystein zwar zu einem partiellen Funktionsverlust aber nicht zu einer 
reduzierten Oberflächenexpression (Tarnow et al., 2003). Die Substitution durch ein Prolin im 
Übergang von TM6 zum dritten extrazellulären Loop verursacht vermutlich einen Knick in der 
Aminosäurenkette und führt so zu einer Fehlfaltung des Rezeptors, was wiederum zu einer 
intrazellulären Retention führt. Von den im MC4R gefundenen Mutationen hat nur der im 
Aminoterminus gelegene Y21H-Austausch keinen Effekt auf die Rezeptorfunktion. Die Mutationen 
R147S, I194F und M281R führen zu einem partiellen, die Y302C-Mutation zu einem vollständigen 
Funktionsverlust. Evolutionär sind das Arginin an Position 147, das Methionin an Position 281 und das 
Tyrosin an Position 302 in 70 Spezies zu 100% konserviert, das Isoleucin an Position 194 ist in 
einigen Fischen und beim Rüsselspringer (Macroscelides proboscideus) durch ein Leucin substituiert. 
Das R174 liegt im in vielen GPCRs der Rhodopsinfamilie konservierten DRY-, das Y302 im NPXXY- 
Motiv (Wess, 1998). Beide Motive spielen eine wichtige Rolle in der Rezeptoraktivierung und 
Mutationen an diesen Positionen können die Signaltransduktion eines Rezeptors vermindern. Die 
Mutation M281R liegt am aminoterminalen Ende von TM7. Ein Austausch des hydrophoben 
Methionins an dieser Position durch das große, polare und geladene Arginin scheint die Faltung des 
Proteins zu stören und führt zu einer verschlechterten Oberflächenexpression und dadurch zu einer 
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verminderten Maximalstimulation. Außerdem ist die EC50 der natürlichen Liganden stark erhöht, die 
EC50 von NDP-α-MSH unverändert. Dieser Effekt ist noch deutlicher bei der I194F-Mutation zu 
beobachten, allerdings bewirkt diese Mutation keine Verminderung der Oberflächenexpression und 
auch die Maximalstimulation ist in der Höhe des Wildtyps. Auch der synthetische Agonist MTII 
stimuliert die I194F vergleichbar mit dem WT. Bindungsstudien ergaben, dass vergleichbar viel 125I-
NDP-α-MSH an die I194F-Mutante und an den WT bindet. Bei Verdrängung mit unmarkiertem NDP-α-
MSH Iiegt die IC50 von Mutante und WT in der gleichen Grössenordnung, bei Verdrängung mit α-MSH 
ist sie um das 3-fache erhöht. Die genaue Position der Bindungstasche des MC4R ist nicht bekannt, 
es gibt allerdings Arbeiten, die für die Ligandenbindung wichtige Aminosäuren identifizierten. So sind 
Isoleucine an den Positionen 125 129 und 291 im hMC4R an der Bildung einer hydrophoben Tasche 
beteiligt (Hogan et al., 2006). Alle diese Isoleucine liegen in den extrazellulären Bereichen von TM3 
bzw. TM7. I291 liegt über dem NPXXY-Motiv und könnte bei Ligandenbindung zur Rotation von TM6 
führen. Es ist daher vorstellbar, dass auch I194 am extrazellulären Ende von TM5 zur 
Rezeptoraktivierung durch α-MSH beiträgt.  
 
Die ENU-induzierten Mutationen bieten eine gute Gelegenheit, MC4R-Punktmutationen in vivo zu 
untersuchen. Es gibt zwar schon seit längerer Zeit ein knockout-Modell (Huszar et al., 1997), Mäuse 
mit funktionell relevanten Misssensemutationen im MC4R existieren bisher aber nicht. Da Patienten 
mit MC4R-Mutationen überwiegend Träger von heterozygoten Missensemutationen sind, die dann 
funktionell charakterisiert werden, um Rückschlüsse auf den Einfluss auf den Phänotyp des Patienten 
zu ziehen, stellen Mäuse mit Missensemutationen ein gutes Modell zur Überprüfung der 
Übertragbarkeit von in vitro-Experimenten auf einen in vivo Phänotyp dar. Dazu wurden als partiell 
inaktivierende Mutation die I194F-Mutation und als vollständig inaktivierende Mutation die Y302C-
Mutation ausgewählt. Beide Mauslinien wurden von der Firma Ingenium in einem 
C3HeB/FeJ/C57BL/6J gemischten Stamm durch in vitro Fertilisation erstellt. In den Gewichtsverläufen 
wiesen beide homozygote Linien ein höheres Körpergewicht als die WT-Tiere auf. Die Adipositas der 
homozygoten Y302C-Tiere verläuft schwerer und und entwickelt sich früher als bei den homozygoten 
I194F-Tieren, was den Unterschied zwischen einer vollständigen und einer partiellen 
Funktionsverlustmutante wiederspiegelt. Hier stimmen die in vivo Daten mit den in vitro Daten überein: 
je schwerer der molekulare Defekt, desto schwerer ist die Ausprägung der Adipositas. Außerdem sind 
die Charakteristika der Y302C Mäuse mit den von Huszar und Mitarbeitern beschriebenen knockout-
Mäusen vergleichbar: die Gewichtsverläufe der heterozygoten Y302C-Tiere liegen zwischen den 
homozygoten Tieren und den WT-Tieren, und die Adipositas ist in beiden Linien bei den Weibchen 
ausgeprägter als bei Männchen. Die heterozygoten I194F-Tiere zeigen allerdings keinen 
intermediären Phänotyp sondern weisen einen den homozygoten Tieren ähnelnden Gewichtsverlauf 
auf. Die I194F-Mutation wird in den Mauslinien also dominant vererbt. Obwohl es durch den 
multifaktoriellen Phänotyp der Adipositas bei Patienten schwierig ist Genotyp-Phänotyp Korrelationen 
herauszuarbeiten, wurde gezeigt, dass MC4R Mutationen kodominant vererbt werden (Farooqi et al., 
2003). Auch in einer konsangoinen Familie, in der der seltene Fall einer partiell inaktivierenden 
homozygoten MC4R Mutation (C271R) auftritt, sind die homozygoten Familienmitglieder deutlich 
übergewichtiger als heterozygote Träger. Bei den heterozygoten Trägern sind die weiblichen 
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Familienmitglieder stärker betroffen als die männlichen (Tarnow et al., 2003). Dieser aus acht 
Personen bestehende Stammbaum ist allerdings statistisch nicht auswertbar. 
Eine mögliche Erklärung für die dominante Vererbung der I194F-Mutation wäre das Vorhandensein 
eines dominant-negativen Effekts der Mutation auf WT-Rezeptoren bei Bildung eines Rezeptordi- oder 
oligomers. Da der Membrantransport der I194F-Mutante nicht beeinträchtigt ist, ist die Bildung 
membranständiger Rezeptorheteromere möglich. Koexpression von Mutante und WT-Rezeptor 
führten in vitro allerdings nicht zu einer Veränderung der durch Ligandenstimulation induzierten cAMP-
Akkumulation. Wodurch trotzdem eine dominante Vererbung des adipösen Phänotyps der I194F-
Mutation zustande kommt, konnte nicht geklärt werden, aber da alle in vitro Experimente in einem 
heterologen Überexpressionssystem durchgeführt wurden, können Interaktionen mit anderen 
Faktoren, die in hypothalamischen Neuronen eine Rolle spielen, nicht ausgeschlossen werden. 
 
Nach der Veröffentlichung dieser Daten wurden von einer anderen Arbeitsgruppe ähnliche Ergebnisse 
erzielt (Meehan et al., 2006). Auch dort wurden zwei ENU-induzierte Mutationen in murinen MC4-
Rezeptoren gefunden und untersucht: die an der gleichen Position wie die I194F liegende I194T und 
die im NPXXY Motif liegende L300P Mutation. Funktionelle in vitro Experimente zeigten, dass auch 
die I194T Mutation für α-MSH eine partielle Funktionsverlustmutation darstellt, für NDP-α-MSH aber 
kein Unterschied zum WT-Rezeptor zu bemerken ist. Die L300P Mutation ist eine vollständige 
Funktionsverlustmutation, die aber an der Oberfläche exprimiert ist. In vivo sind die I194T Tiere 
schwerer als WT-Mäuse, zeigen aber eine etwas mildere Adipositas als die L300P Tiere. Die 
heterozygoten I194T Mäuse zeigen hier allerdings im Gegensatz zur I194F Linie einen intermediären 
Phänotyp. Dafür es verschiedene Erklärungen geben: 1) Die I194T-Mäuse haben einen C57BL/6J-
Hintergrund, während die I194F-Mäuse in einen 50%/50% C3HeB/FeJ/C57BL/6J Hintergrund 
gekreuzt wurden, 2) Die I194T-Mutation hat eine verglichen mit dem WT 10-fach erhöhte EC50 für α-
MSH, während die I194F eine bis zu 70-fach erhöhte EC50 aufweist. Es ist erstaunlich, dass bei zwei 
unabhängigen Experimenten einer ENU-induzierten Mutagenese die identische Aminosäure betroffen 
ist, da bisher keine Mechanismen für Hotstpots bei ENU-Mutagenesen bekannt sind. Phenylalanin ist 
eine große aromatische und hydrophobe Aminosäure, Threonin eine kleine polare Aminosäure und 
das native Isoleucin eine kleine hydrophobe Aminosäure. Da die Substitutionen des Isoleucins durch 
die beiden unterschiedlichen Aminosäuren einen ähnlichen pharmakologischen Phänotyp 
verursachen, kann man daraus schliessen, dass das I194 für die Aktivierung durch α-MSH aber nicht 
durch NDP-α-MSH eine wichtige Rolle spielt. Als zusätzlicher Beweis wäre die Untersuchung einer 
durch ortsgerichtete Mutagenese erstellten I194A-Mutation hilfreich. 
 
5.3. Funktionelle Charakterisierung von in der Normalpopulation gefundenen 
MC4R-Mutationen 
Die meisten der bisher beschriebenen MC4R-Mutationen wurden in Kollektiven adipöser Kinder und 
Jugendlicher gefunden. In den Stammbäumen der Familien der Indexpatienten wurden aber auch 
Mutationsträger mit normalen oder nur leicht erhöhten BMI-Werten gefunden (Farooqi et al., 2003; 
Vaisse et al., 2000; Valli-Jaakila et al., 2004; Tarnow et al., 2003). Der in vivo beobachtete Effekt von 
Mutationen im MC4R auf das Körpergewicht wird also außerdem von weiteren genetischen Faktoren 
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sowie Umwelteinflüssen modifiziert. Bisher gibt es keine Daten über das Auftreten von MC4R-
Mutationen in einer Normalpopulation. Kooperationspartner der Universität Essen screenten daher ein 
die Durchschnittspopulation repräsentierendes Kollektiv nach MC4R-Mutationen. Dieses KORA-S4 
(Kooperative Gesundheitsforschung im Raum Augsburg, Survey 4) umfasste 4086 Idividuen, von 
denen 23% adipös und 66% übergewichtig waren. Insgesamt wurden in diesem Kollektiv 16 zu einem 
Aminosäureaustausch führende, heterozygote Mutationen gefunden. Acht Mutationen waren bisher 
noch nicht beschrieben. Phänotypisch war keiner der Mutationsträger adipös, alle BMIs lagen unter 
30, was vermuten läßt, dass es sich bei den gefundenen Mutationen um Mutationen ohne 
Funktionsverlust handelt. Die funktionelle Charakterisierung dieser Mutationen erfolgte in dieser 
Arbeit. Die funktionelle Charakterisierung ergab nur geringe Unterschiede in den EC50- und den Emax-
Werten. Lediglich die H158R-Mutation fiel durch eine erhöhte Basalaktivität auf. Dieser Effekt wird im 
folgenden Abschnitt ausführlich diskutiert. Das deckt sich auch mit der evolutionären Konservierung 
der Aminosäurepositionen. Von den untersuchten Austauschen liegt nur die H158R-Mutation an einer 
zu 100% konservierten Position. Es wurden ausserdem acht bereits beschriebene und charakterisierte 
Mutationen im KORA-S4-Kollektiv gefunden. Die Mutation T112M wurde in neun Probanden 
gefunden, von denen nur eine Probandin adipös war. Diese Mutation wurde bereits von 
verschiedenen Gruppen als funktionell nicht relevant charakterisiert (Tabelle A1). Die Träger der 
restlichen Mutationen waren nicht adipös. Die Mutationen S127L, R165Q und G181D waren bereits 
als partielle oder vollständige Funktionsverlustmutationen, die Mutationen R18C, S30F und I226T als 
wie WT charakterisiert worden (Tabelle A1). Die inaktivierenden Mutationen wurden in normal- oder 
übergewichtigen, nicht aber in adipösen Probanden gefunden. Bei den bisher untersuchten 
Kollektiven von Kindern und Jugendlichen mit extremer, frühmanifester Adipositas wurden je nach 
Studie 2,5% - 6% Mutationsträger identifiziert (Farooqi et al., 2003). Im KORA-Kollektiv, das 
Probanden im Alter von 25-74 beinhaltet, konnte kein adipöser Träger einer funktionell relevanten 
Mutation gefunden werden. Es ist möglich, dass sich der Grad der Adipositas eines MC4R-
Mutationsträgers mit fortschreitendem Alter verringert. Ähnliche Beobachtungen wurden auch bei 
englischen MC4R-Mutationträgern gemacht (Farooqi und O’Rahilly, 2006). Daher kann 
geschlussfolgert werden, dass Mutationen im MC4R einen größeren Einfluss auf die Adipositas im 
Kinder- und Jugendalter als auf die Adipositas im Erwachsenenalter haben. Zusammenfassend 
konnte gezeigt werden, dass funktionell relevante MC4R-Mutationen in der deutschen 
Gesamtbevölkerung selten sind und zur Entwicklung der Adipositasepidemie eine untergeordnete 
Rolle spielen. 
5.4. Die aktivierende Mutation H158R in der zweiten intrazellulären Schleife des 
hMC4Rs 
In einem normalgewichtigen Probanden wurde die heterozygote Mutation H158R identifiziert. 
Funktionell wurde diese Mutation als konstitutiv aktivierend charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Basalaktivität sowohl bei dem WT-MC4R als auch bei der H158R-Mutatnte mit dem endogen 
exprimierten inversen Agonisten AgRP dosisabhängig verringert werden konnte. Desweiteren wurde 
die Wirkung des AgRP als Antagonist am WT und an der Mutante bei α-MSH-Stimulation untersucht. 
Hier zeigte sich beim WT-MC4R eine Steigerung der EC50 für α-MSH in Gegenwart von hohen AgRP-
Konzentrationen. Bei der H158R-Mutatnte blieb die EC50 auch bei 100nM AgRP identisch mit der EC50 
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in Abwesenheit des Antagonisten. Ein Vergleich mit dem Aminosäurealignment von 70 orthologen 
MC4-Rezeptoren zeigt die vollständige Konservierung des Histidins an dieser Position. Außerdem ist 
diese Seitenkette auch in allen fünf humanen Melanocortinrezeptoren konserviert. In anderen Klasse 
A-GPCRs kommt ein Histidin in der Mitte der zweiten intrazellulären Schleife nicht zwangsläufig vor, 
obwohl die Länge dieser Schleife zwischen den GPCRs konserviert ist (Otaki et al., 2001). Um zu 
untersuchen, ob das Fehlen des Histidins oder das Vorhandensein des Arginins die Daueraktivierung 
der H158R-Mutante verursacht, wurde mittels ortsgerichteter Mutagenese das Histidin zu einem 
kleinen und ungeladenen Alanin ausgetauscht. Dieser H158A-Rezeptor wies in funktionellen 
Untersuchungen eine vergleichbar hohe Basalaktivität wie die H158R-Mutante auf. Dass ein 
zusätzliches Arginin die Daueraktivität verursacht, ist schon deshalb unwahrscheinlich, da der zwei 
Aminosäuren weiter aminoterminal gelegene und auch in einigen orthologen vorkommende Austausch 
Q156R keine Auswirkungen auf die Basalaktivität hatte. Zusammenfassend führen diese Ergebnisse 
zu dem Schluss, daß das Histidin in der Mitte der zweiten intrazellulären Schleife der 
Melanocortinrezeptoren eine Rolle für die Stabilisierung des inaktiven Zustandes des MC4R spielt. Es 
stellt sich allerdings die Frage, warum sich eine so stark konstitutiv aktivierende Mutation nicht 
phänotypisch auswirkt. Zwar wurde die Mutation nur heterozygot gefunden, eine aktivierende Mutation 
sollte aber den cAMP-Spiegel in den MC4R-exprimierenden Neuronen erhöhen und so zu einem 
geringeren Appetit führen. Dass es sich bei dem Melanocortinregelkreis um ein sehr sensibles System 
handelt, zeigen die adipösen Phänotypen der heterozygoten MC4R-knockout-Mäuse (Huszar et al., 
1997) und Punktmutationsträger. Da es sich bei der Adipositas um einen multifaktoriellen Phänotyp 
handelt, könnte man mutmaßen, daß der Proband ohne die eventuell vor Adipositas schützende 
Mutation ein höheres Körpergewicht aufweisen würde. Leider ist es im KORA-Kollektiv nicht möglich, 
weitere Informationen über den Stammbaum des Probanden oder über die Körpergewichtsdaten und 
Genotypen der Familienmitglieder zu erhalten. Das Vorhandensein des endogenen inversen 
Agonisten AgRP lässt aber eine andere Erklärung zu: da sowohl POMC- als auch AgRP-
exprimierende Neuronen zu denselben MC4R-exprimierenden Neuronen des Nucleus 
paraventrikularis projizieren, sind an einer solchen Synapse sowohl Konzentrationen von α- und β-
MSH als auch AgRP vorhanden. In vitro konnte gezeigt werden, daß die Basalaktivität der H158R-
Mutante durch AgRP gesenkt wird. Die EC50 bei α-MSH–Stimulation hingegen wurde nicht durch hohe 
AgRP-Konzentrationen beeinflußt und lag in etwa bei der des WT-MC4R in Abwesenheit von AgRP. 
AgRP wirkt also an der H158R-Mutation als inverser Agonist, aber nicht als Antagonist. In einem 
vereinfacht angenommenen melanocortinergen Regelkreis würde ein daueraktiver Rezeptor 
theoretisch eine verringerte Nahrungsaufnahme verursachen, was wiederum in niedrigen 
Leptinspiegeln resultierte. Das hätte eine verringerte POMC- und eine erhöhte AgRP-Expression zur 
Folge. Nimmt man physiologisch hohe Konzentrationen von AgRP und niedrige Konzentrationen von 
MSH an, entspräche die intrazelluläre cAMP-Akkumulation der Mutante der des WT-Rezeptors und 
das System wäre wieder im Gleichgewicht. 
Die einzige im MC4R bekannte konstitutiv aktivierende Mutation L250Q wurde paradoxerweise in 
einer stark übergewichtigen Patientin gefunden (Vaisse et al., 2000). Im Gegensatz zur H158R-
Mutation steigt die EC50 bei dieser Mutation in Gegenwart von höher werdenden AgRP-
Konzentrationen wie beim Wildtyp an, die Basalaktivität läßt sich auch bei dieser Mutation durch 
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AgRP reduzieren (Proneth et al., 2006). Man könnte postulieren, daß bei hohen AgRP-
Konzentrationen die EC50 der H158R-Mutation unverändert bleibt, die EC50 der L250Q-Mutation aber 
steigt, was einem partiellen Funktionsverlust entspräche. Hier würden niedrige MSH-Konzentrationen 
und hohe AgRP-Konzentrationen zu einer geringeren Rezeptoraktivierung als beim WT oder der 
H158R-Mutante führen, was eine erhöhte Nahrungsaufnahme und Adipositas verursachen würde. 
 
Eine alternative Erklärung wäre die Desensibilisierung von daueraktiven MC4R durch Internalisierung 
und darauffolgenden Abbau des Rezeptorproteins. Diese Möglichkeit wurde bereits für die L250Q-
Mutation diskutiert (Proneth et al., 2006), und würde durch das Fehlen von MC4-Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche und die Unterbrechung des Regelkreises den adipösen Phänotyp des Mutationsträgers 
erklären. Die Untersuchung der Zelloberflächenexpression der H158R-Mutante ergab keinen 
Unterschied zur Expression des WT-Rezeptors. Diese Experimente wurden allerdings in transient 
transfizierten COS-7-Zellen, also in einem Überexpressionssystem durchgeführt. Außerdem 
exprimieren COS-7-Zellen das zur Internalisierung von GPCRs essentielle Adapterprotein β-Arrestin 
nur in geringen Mengen (Ménard et al., 1997). In HEK293-Zellen oder in mit β-Arrestin ko-
transfizierten COS-7 Zellen konnte eine Internalisierung des MC4R und auch des MC3R durch sowohl 
durch α-MSH als auch durch AgRP gezeigt werden (Breit et al., 2006). 
 
5.5. Die MC4R Mutationen S136F, S127L, S139R und dominant-negative Effekte 
Wie aus dem Orthologenvergleich ersichtlich, ist die dritte Transmembrandomäne des MC4R die am 
höchsten konservierte. In dieser Domäne finden sich fünf zu 100% konservierte Serine. Mutationen an 
drei dieser Positionen wurden in adipösen Patienten identifiziert. Die heterozygot bei einer extrem 
adipösen Patientin gefundene S136F-Mutation wurde auf Signaltransduktionseigenschaften 
untersucht. Der mutierte Rezeptor ist wie der WT an der Zelloberfläche exprimiert und weist auch 
keine Veränderung in der Ligandenbindung auf. Allerdings findet keine Signaltransduktion in Form von 
ligandenstimulierter cAMP-Akkumulation statt. Diese Merkmale sind Vorraussetzungen für einen 
eventuellen dominant-negativen Effekt, wie er bereits bei der D90N Mutation im MC4R beobachtet 
wurde (Biebermann et al., 2003). Im Sandwich-ELISA konnte eine Dimerisierung des WT-MC4R mit 
dem mutierten S136F-Rezeptor nachgewiesen werden. Eine Erhöhung der EC50 um das 3-14-fache 
konnte für die endogenen MC4R-Liganden sowohl bei Kotransfektion von WT und S136F-Mutante in 
COS-7-Zellen als auch durch Transfektion der Mutante in stabil mit WT-MC4R transfizierten CHO-
Zellen gezeigt werden. Eine Erhöhung der EC50 um das Doppelte könnte man durch das „Wegfangen“ 
des Liganden durch eine signaltransduktionsdefiziente Rezeptormutante erklären, bei einer Erhöhung 
um das 10-fache handelt es sich um einen klaren dominant-negativen Effekt. Im Bezug auf das 
ternäre Koplexmodell für die Aktivierung von GPCRs (Kenakin, 2004) ist das Gleichgewicht des 
WT/Mutante-Heterodimers zum inaktiven Zustand verschoben. Dieser Effekt ist für β-MSH deutlicher 
als für α-MSH. Da β-MSH vermutlich der im Menschen wichtigere Ligand ist (Biebermann et al., 2006; 
Lee et al., 2006), kann das durchaus eine physiologische Rolle für die Mutationsträgerin spielen. 
 
Ein auf den Kristallstrukturen des β2AR beruhendes Computermodell des humanen MC4R wurde am 
FMP Berlin von Gunnar Kleinau und Gerd Krause entwickelt. In diesem Modell ist zu erkennen, dass 
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die Asparaginsäure an Position 90 in TM2 und das Serin an Position 136 in TM3 mit dem Asparagin 
294 und der Asparaginsäure 298 in TM7 ein Wasserstoffbrücken-Netzwerk bilden (Abb. 47). Somit 
liegen D90 und S136 in derselben Mikrodomäne des Rezeptors und sind über Wassermoleküle 
miteinander verknüpft.  
 
Abbildung 47: Dreidimensionales Strukturmodell des monomeren hMC4R (mit freundlicher 
Genehmigung von Gerd Krause und Gunnar Kleinau, FMP Berlin). Das Modell wurde basierend 
auf den Kristallstrukturen des β2AR erzeugt. Die Aminosäuren D90, S136, N294 und D298 liegen in 
einer gemeinsamen strukturellen Mikrodomäne und sind über H-Bindungen und vier H20 Moleküle 
miteinander verknüpft. 
 
Die Wassermoleküle findet man sowohl in den Röntgenstrukturen des bovinen Rhodopsins als auch 
im β2AR (Palczewski et al., 2000; Cherezov et al., 2007). 
Das Wasserstoffbrückennetzwek scheint entscheidend für die Anordnung der Transmembranhelices 
und für die Aufrechterhaltung des aktivierten Zustandes des MC4Rs zu sein. Mutationen an zwei der 
Positionen, D90 und S136, wirken sich ähnlich aus. Wahrscheinlich zerstört die Substitution des 
Serins durch das hydrophobe und sperrigere Phenylalanin das H-Brückennetzwerk. Das führt dazu, 
dass die durch hydrophobe Abstoßungen hervorgerufene Änderung der Lage des Helixbündels 
gestört wird und dass der Rezeptor die aktive Konformation in Gegenwart von Liganden nicht mehr 
annehmen kann. Alle vier Positionen (D90, S136, N294 und D298) sind in über 70 orthologen MC4R 
zu 100% konserviert. Im Computermodell, das ein Rezeptormonomer beschreibt, sind die 
Aminosäurereste in das Innere des Rezeptors gerichtet. Daher ist es unwahrscheinlich, dass sie direkt 
an der Rezeptordimerisierung beteiligt sind. Mutation der Aminosäuren D90 und S136 haben in vitro 
keinen Einfluss auf die Dimerisierung. Es nicht bekannt, wie die Dimerisierung stattfindet und welche 
Regionen oder Aminosäuren dafür eine Rolle spielen. Extrazelluläre Cysteine konnten für die 
Dimerisierung des MC4R ausgeschlossen werden (Elsner et al., 2006). Es konnte aber gezeigt 
werden, dass der Austausch von TM3 und/oder TM2 durch die entsprechenden Regionen des 
Cannabinoid-Rezeptors Typ 1 (CB1) die Dimerisierung stört (Genetzky, 2007). Der CB1R ist bezogen 
auf die Aminosäuresequenz der nächste Verwandte der Melanocortinrezeptoren, ist aber nicht in der 
Lage, mit dem MC4R Heterodimere zu bilden. Für den Chemokinrezeptor konnten zwei kritische 
Aminosäuren in TM1 und TM4 identifiziert werden, die essentiell für die Dimerisierung und 
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Signaltransduktion sind (Hernanz-Falcon et al., 2004). Es wird davon ausgegangen, dass GPCRs 
entweder Kontakt-Dimere oder Domain-Swapping-Dimere bilden können. Dominant negative Effekte 
wären in beiden Modellen vorstellbar.  
 
Die S139R-Mutation wurde in einer adipösen Patientin compound-heterozygot mit der S127L-Mutation 
gefunden. Der S139R-Rezeptor gelangt nicht an die Zelloberfläche und kann folglich auch nicht 
signalisieren. Wie schon von anderen gezeigt, weist die S127L-Mutation eine etwas erhöhte 
Basalaktivität, aber eine zu höheren Werten verschobene EC50 auf. Um den nativen Zustand in den 
Zellen des Patienten zu simulieren, wurden beide Rezeptoren koexprimiert. Hierbei konnte kein 
dominant-negativer Effekt festgestellt werden, die EC50 ist bei α-MSH vergleichbar mit der allein 
exprimierten S127L-Mutante, bei β-MSH doppelt so hoch. Durch die Kotransfektion der daueraktiven 
Mutante mit der Funktionsverlustmutante fällt die Basalstimulation allerdings auf einen dem WT 
entsprechenden Wert. Der dominant-negative Effekt der S127L Mutante wurde bereits untersucht 
(Elsner et al., 2006), dabei konnte eine Dimerisierung mit dem WT-Rezeptor, aber kein dominant-
negativer Effekt gezeigt werden. Ein adipöser Phänotyp der betroffenen Patientin ist hier durch einen 
Gen-Dosis-Effekt durch einen funktionsuntüchtigen MC4R auf dem einen Allel und durch einen MC4R 
mit partiellem Funktionsverlust auf dem anderen Alllel erklärbar. Da auch die Familienmitglieder, die 
nur die S139R-Mutation tragen (Abb. A4 im Anhang), massiv adipös sind, ist der Gen-Dosis-Effekt der 
hier vermutlich entscheidende Mechanismus. 
 
Auch der mögliche Mechanismus der S139R-Mutation wurde anhand des MC4R-Computermodells 
untersucht. Im Modell interagiert S139 über Wasserstoffbrücken mit der Hauptkette von TM2 an der 
Position des Serins 85 (Abb.48A). S85 bildet eine Wasserstoffbrücke zu W174 in TM4. Alle diese 
Aminosäuren ragen in das Innere des Membranbündels. Ein Austausch von S139 zum grösseren und 
geladenen Arginin führt möglicherweise zu einer neuen Wasserstoffbrücke (eventuell mit I170 in TM4). 
Gleichzeitig wird dadurch die Interaktion von W174 mit S85 gestört (Abb.48B). Das könnte zu einer 
Instabilisierung und Fehlfaltung des Rezeptors führen. 
 
 
Abbildung 48: Dreidimensionale Strukturmodelle des monomeren hMC4R (mit freundlicher 
Genehmigung von Gerd Krause und Gunnar Kleinau, FMP Berlin). Das Modell wurde basierend 
auf den Kristallstrukturen des β2AR erzeugt. Gezeigt sind Modelle für den WT-MC4R (A), für die 
S139R-Mutation (B) und für die S139I-Mutation (C). Die Transmembranhelices (TM) sind grau gefärbt. 
Wasserstoffbrückenbindungen sind durch rote gepunktete Linien gekannzeichnet. Strukturen 
ausgewählter Aminosäuren sind farbig angegeben. In (B) und (C) geben grau gefärbte 
Aminosäurenstrukturen die ehemaligen Positionen im WT-Rezeptor an 
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In Zellkulturexperimenten bewirkte der Austausch des Serinrestes an Position 139 durch Isoleucin 
eine ~50% Emax verglichen mit dem WT Rezeptor, was eine Verbesserung verglichen mit der S139R 
Mutation darstellt. Im Computermodell liegt das Isoleucin zwischen S85 und W174, verglichen mit dem 
R139-Rezeptor werden die Transmembrandomänen nicht so stark auseinandergedrückt (Abb.48C). 
 
Man könnte annehmen, dass sich Mutationen, die einen dominant-negativen Effekt verursachen, 
phänotypisch stärker ausprägen als Funktionsverlustmutationen. Phänotypen von Trägern dominant-
negativer Mutation müssten somit zwischen heterozygoten Funktionsverlustmutationsträgern und 
compound-heterozygoten bzw. homozygoten Trägern liegen. Da bisher nur zwei Mutationen mit 
dominant-negativem Effekt identifiziert wurden, bleibt diese Hypothese aber spekulativ. 
 
5.6. Identifikation des bevorzugten Translationinitiationscodons des humanen 
MC3R 
Neben dem MC4R ist auch der MC3R an der hypothalmischen Gewichtsregulation beteiligt. Neben 
wenigen in adipösen Patienten identifizierten Punktmutationen werden vor allem zwei zu 
Aminosäureaustauschenden führenden Polymorphismen T6K und V81I auf Assoziationen mit 
Adipositas untersucht. Aminoterminal HA-markierte hMC3R-Konstrukte konnten in vitro und bei 
heterologer Expression in COS-7-Zellen nur sehr schlecht an der Zelloberfläche nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz dazu waren der aminoterminal HA-markierte murine MC3R und der humane 
MC4R sehr gut an der Zelloberfläche detektierbar. Obwohl kaum Oberflächenexpression über 
immunologische Detektion des HA-Tags des hMC3R nachweisbar war, konnte jedoch eine 
ligandeninduzierte cAMP-Stimulation beobachtet werden. Das deutet darauf hin, dass der Tag 
entweder posttranslational abgespalten, oder gar nicht erst translatiert wurde. Der humane MC3R 
besitzt ein zweites im Leserahmen sitzendes ATG, dass 37 Codons weiter 3’ im Gen liegt. Ein 
Vergleich mit einigen orthologen MC3R-Sequenzen zeigte, dass dieses im hMC3R zweite ATG in den 
meisten Spezies außer dem Menschen und dem Schimpansen das einzige 
Translationsinitiationscodon ist. Wurde der HA-Tag direkt vor das 2. ATG kloniert, konnte eine dem 
humanen MC4R entsprechende Zelloberflächenexpression gemessen werden. Der T6K 
Polymorphismus konnte hierbei nicht untersucht werden, da er bei Benutzung des 2. Startcodons 
nicht mehr in der codierenden Sequenz liegt. Um auszuschliessen, dass es sich bei den gezeigten 
Effekten um Klonierungsartefakte handelt, wurde die ein Bereich des hMC3R Gens beginnend von 90 
bp 5’ vor dem 1. ATG bis 90 bp 3’ des zweiten ATGs vor ein GFP-Reportergen kloniert und durch 
Mutagenese je eines oder beide Startcodons zu TTG-Codons mutiert. Diese Konstrukte beinhalteten 
die nativen Sequenzen, die für eine Translationsinitiation des Proteins notwendig sind. Es existiert 
bisher keine Datenbanksequenz, die die vollständige mRNA mitsamt der 5’UTR des hMC3R angibt. 
Auch über die Lage des Promoters ist nichts bekannt. Für die hier durchgeführten Experimente wurde 
eine 5’UTR vor dem 1. ATG von ~90 Basen bzw. von ~200 Basen vom 2.ATG aus gezählt kloniert. 
Für das Mäusetranskript ist in den Datenbanksequenzen eine ~370 bp lange 5’UTR angegeben. Es 
zeigte sich in diesen Experimenten, dass nur das zweite ATG (bzw. AUG auf RNA-Ebene) als 
Translationsstart verwendet wird. Das erste AUG wird nicht benutzt, auch nicht, wenn es das einzig 
vorhandene ist. Interessanterweise liegt somit die in einigen Studien mit Adipositas assoziierte T6K-
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Variante außerhalb des proteinogenen Bereiches. Es konnte bereits gezeigt werden, dass diese 
Variante keinen Einfluss auf die Signaltransduktion des Rezeptors hat (Feng et al., 2005). Daher 
wurde der Effekt dieser Variante auf die Translationsinitiation untersucht. Es konnte gezeigt werden, 
dass auch die Translationseffizienz unbeeinflusst von der T6K Variante ist. 
 
In Eukaryonten beginnt der 43S Prä-initiationskomplex den RNA-Strang von der 5’ gelegenen CAP-
Struktur abzulesen, bis das erste AUG gefunden wird. Im Allgemeinen ist das erste AUG die Stelle, an 
der der Translationsprozess initiiert wird. Die das AUG-Codon umgebene RNA-Sequenz ist dabei 
entscheidend, ob das Codon überlesen wird (leaky scanning), oder ob hier die Translation beginnt. 
Merilyn Kozak beschrieb eine Konsensussequenz für einen effektiven Translationsstart in 
Eukaryonten (Kozak 1981 und 1984). Diese auch als Kozak-Sequenz bezeichnete 
Konsensussequenz lautet GCCRCCAUGG (R bezeichnet ein Purin), wobei die hier fett 
hervorgehobenen Basen an Position -3 und +4 den größten Einfluss haben. Vergleicht man diese 
Konsensussequenz mit den Sequenzen der beiden MC3R AUGs, findet man für das erste AUG 
(GATTGAAUGA) nur eine Übereinstimmung (unterstrichen) an Position -6, für das zweite AUG 
(ACAGCAATGA) drei Übereinstimmungen an den Positionen -5, -3 und -2. Dieser Vergleich spricht 
eher für das zweite AUG als wahrscheinlicheres Initiationscodon und stimmt mit den experimentellen 
Daten überein. Kürzlich wurde durch einen Vergleich von über 2000 humanen Transkripten gezeigt, 
dass 41% der untersuchten Transkripte ein oder mehrere upstream des eigentlichen Start-AUGs in 
der 5’UTR gelegene AUGs (uAUGs) besitzen. (Peri und Pandey, 2001). Erstaunlicherweise liegen 
etwa 48% dieser uAUGs in einem gleich guten oder sogar besseren Kontext als das dazugehörige 
Start-AUG. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Mechanismen wie leaky scanning oder 
Translationsreinitiation eine größere Rolle spielen als bisher vermutet. Die 5’UTR des µ-Opioid-
Rezeptors der Maus besitzt beispielsweise drei im gleichen Leserahmen sitzende uATGs, die mit 
einem gemeinsamen Stopcodon drei uORFs bilden. Werden diese uAUGs durch Mutagenese 
deletiert, führt das zu einer effektiveren Translation des Rezeptorproteins (Song et al., 2007). Es konnt 
außerdem gezeigt werden, dass diesem Effekt der leaky-scanning Mechanismus zugrunde liegt, der 
zur Regulation der Rezeptorproteinexpression beiträgt. 
Da in den Rezeptorkonstrukten der Kontext um das (jeweils erste) ATG identisch ist (5’ liegt die UTR 
des pcDps-Vektors mit einer starken Kozak-Sequenz ACCGCCACCATG; 3’ die Sequenz des HA-
Tags, vergleiche Abb. 36), und trotzdem das erste ATG überlesen wird, wenn 3’ noch ein zweites 
existiert, deutet das auf eine translationshemmende Wirkung der RNA-Sequenz oder -Struktur des 
Bereiches zwischen den AUGs hin. Bei einigen Genen existieren sogenannte internal ribosomal entry 
sites (IRES), an denen das Ribosom unabhängig von einer CAP-Struktur ansetzen und am RNA 
Strang zum nächsten AUG wandern kann. Meistens sind diese Gene viral codiert, es gibt aber auch 
humane endogene Gene, die eine IRES Sequenz besitzen wie z.B. den IGF-I-Rezeptor (Giraud et al., 
2001), VEGF (Huez et al., 1998), oder der für CAP-unabhängige Translation wichtige Faktor UNR 
(Cornelis et al., 2005). Die mit den Rezeptorkonstrukten erstellten Daten könnten auf eine IRES 
zwischen den AUGs des MC3Rs hinweisen, es bedarf allerdings noch weiterer Experimente, 
beispielsweise mit bicystronischen Reporterkonstrukten, um hier eine Aussage zu treffen. Bisher 
wurden IRES in Genen beschrieben, deren Translation auch unter Bedingungen mit geringer CAP-
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abhängiger Translation, wie Sauerstoffmangel, Zelltod, Hitzeschock oder der G2/M-Phase des 
Zellzyklus wichtig ist. Ein physiologischer Sinn für den MC3R unter diesen Bedingungen ist nicht 
bekannt. Bisher wurde noch kein GPCR beschrieben, der eine IRES besitzt, allerdings konnte schon 
für den orphan-GPCR GPR34 gezeigt werden, dass auch hier das 3’ gelegene AUG bevorzugt zur 
Translationsinitiation benutzt wird (Engemaier et al., 2006). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte bereits, 
dass es bei Klonierung des ungetaggten hMC3R beginnend vom ersten ATG verglichen mit 
Konstrukten, in denen eines der beiden ATGs durch CTG substituiert wurde keine Unterschiede in der 
Bindung von NDP-α-MSH, α-MSH und γ-MSH gibt (Schiöth et al., 1996). Leider wurden in dieser 
Arbeit keine Daten zur Expression der Konstrukte angegeben, es ist jedoch verwunderlich, dass ein 
Konstrukt ohne 2. ATG in gleicher Höhe exprimiert sein soll als ein WT-Konstrukt.  
Zusammenfassend kann man aus diesen Ergebnissen schließen, dass der humane MC3R vom 
zweiten ATG aus translatiert wird und dass somit der bereits in Assoziationsstudien untersuchte T6K-
Polymorphismus nicht im proteinogenen Bereich des Gens liegt. Der Polymorphismus beeinflusst 
außerdem nicht die Translationseffizienz. 
 
5.7. Identifikation von Sept3 als Protein-Protein-Interaktionspartner von TrkB 
Im Yeast-2-Hybrid-Screen konnten mit der hier angewendeten Methode keine Interaktionspartner des 
MC4R gefunden werden. Da alle untersuchten MC4R-Fragmente Transmembrandomänen 
beinhalteten, ist vermutlich eine für die Aktivierung des Reportergens nötige Kernlokalisation der 
Proteine nicht gewährleistet. Hier wäre ein alternativer Ansatz, beispielsweise ein auf das Split-
Ubiquitin-Sytem basierender Screen, sinnvoll (Stagljar et al., 1998). 
 
In einem Yeast-Two-Hybrid-Screen konnte eine Interaktion zwischen der juxtamembranären Domäne 
des TrkB-Proteins und dem Septin Sept3_a nachgewiesen werden. Diese Interaktion konnte in vitro 
mittels GST-Pulldown-Assays bestätigt werden. Dabei gab es keinen Unterschied zwischen der 
Bindung der Splicevarianten Sept3_a und Sept3_b an TrkB. Die Bindung geschieht unabhängig von 
der Phosphorylierung der Shc-Bindungsstelle des TrkB-Rezeptormoleküls. In einem anderen Y2H-
Screen mit TrkB-Fragmenten konnte bereits gezeigt werden, dass sich ein aus dem intrazellulären 
Teil des Rezeptors bestehendes Fragment in Hefe autophosphorylieren konnte. Ein intrazelluläres 
Fragment ohne die Tyrosinkinasedomäne hingegen wurde unphosphoryliert in den Hefezellen 
exprimiert (Suzuki et al., 2002). Es ist daher davon auszugehen, dass auch das aus dem Exon 18 
bestehende Fragment nicht phosphoryliert vorlag. Daher wurden bereits bekannte Adapter- oder 
Signalproteine wie Shc, oder Dok5 (Shi et al., 2006), die an die phosphorylierte Shc-Bindungsstelle 
binden, nicht mit dem Y2H-Screen identifiziert. Die Region der Interaktion konnte auf eine 28 
Aminosäuren große, aminoterminal an die Shc-Bindungsstelle angrenzende Region eingegrenzt 
werden. Desweiteren wurde eine subzelluläre Kolokalisation von mit fluoreszierenden Proteinen 
fusionierten Sept3 und TrkB in neuronal differenzierten PC12-Zellen gezeigt. Da sowohl im Y2H-
Screen als auch in den in vitro-Pulldownexperimenten ein Septinfragment erst mit der 75. Aminosäure 
beginnt, fehlen die aminoterminale polybasische Region und die zur GTP-Bindungsdomäne 
gehörende P-Loop-Region. Die Interaktionsdomäne muß also im C-Terminalen Bereich des Sept3-
Proteins liegen und ist vermutlich unabhängig von der GTP-Bindung. 
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Septine sind eine evolutionär konservierte Familie von GTP-bindenden Proteinen, die beim Traffiking 
von Vesikeln, bei der Apoptose, bei Umbau des Cytoskeletts, Neurodegeneration und anderen 
zellulären Vorgängen eine Rolle spielen. In Säugern sind 13 verschiedene Septine bekannt, die in 
verschiedenen Geweben exprimiert werden (Hall et al., 2005). Sept3 wird spezifisch im Gehirn und 
sonst in keinem der getesteten Gewebe exprimiert (Hall et al.,  2005; Xue et al., 2004b). In einer 
anderen Veröffentlichung wurde Sept3 noch zusätzlich zum Gehirn im Herzen und zu einem geringen 
Teil in der Niere gefunden (Takehashi et al, 2004). Sept3 ist im Gehirn weit exprimiert, in der Ratte 
konnte Sept3-Protein im Cortex, im Cerebellum, im Sehnerv, im Hippocampus, im Striatum, im 
Thalamus, im Hypothalamus, im Metencephalon und im Rückenmark nachgewiesen werden (Xue et 
al., 2004b). Im Alan Brain Atlas ist die mRNA-Expression von Sept3 im Hypothalamus genauer 
erkennbar, besonders hoch ist sie im PVN, VMH und Arc (www.brain-map.org). Generell konnte Sept3 
immunhistochemisch in Gehirnschnitten in Regionen mit hoher Synapsendichte lokalisiert werden. 
Sept3 wurde zunächst in der Ratte als Substrat der cGMP-abhängigen Protein Kinase (PKG) aber 
nicht von PKA identifiziert und daher G-Septin genannt (Xue et al., 2000). Im Rattenmodell konnte 
auch gezeigt werden, dass Sept3 erst im Stadium E18 detektierbar ist, postnatal eine Woche lang 
ansteigt und dann bis zum 22. postnatalen Tag in konstanter Höhe exprimiert wird. In adulten Tieren 
konnte eine noch höhere Expression des Proteins gezeigt werden (Xue et al., 2004b). Als Marker für 
die Entstehung von Synapsen wurde die GTPase Dynamin I benutzt, deren Expression einen 
ähnlichen Verlauf wie die des Sept3 nahm. In der gleichen Arbeit wurde auch das Vorhandensein von 
Sept3-Protein in peripheren Membranextrakten von Synaptosomen gezeigt, was für eine spezifische 
Anreicherung von Sept3 an Nervenenden spricht. Obwohl Septine keine Transmembrandomänen 
besitzen, weisen sie eine polybasische Region auf, die an membranäre Phospholipide binden kann, 
wie zunächst für Sept4 gezeigt werden konnte (Zhang et al., 1999). Aufgrund der peripheren 
Membranlokalisation von Sept3 scheint das auch für dieses Septin zuzutreffen. In hippocampalen 
Primärkulturen wurde eine Colokalisation von Dynamin I bzw. von dem präsynaptischen Marker 
Synaptophysin mit Sept3 gezeigt. Beide Proteine spielen eine Rolle in der Prozessierung von 
synaptischen Vesikeln, was auch eine Funktion für Sept3 für die Endo- oder Exocytose von Vesikeln 
vermuten lässt (Xue et al., 2004). In elektronenmikroskopischen Studien konnte gezeigt werden, daß 
Sept3 eher präsynaptisch lokalisiert ist. Es ist bekannt, daß die Neurotrophinrezeptoren nicht nur 
anterograd sondern auch retrograd signalisieren (zusammengefasst von Zweifel et al., 2005). Nach 
Bindung des Liganden internalisieren die Trk-Rezeptoren und werden in einem signalisierenden 
Endosom über einen Dynein-vermittelten Mechanismus an den Mikrotuboli Richtung Nucleus 
transportiert. Es ist noch nicht bekannt, ob die Internalisierung von Neurotrophinrezeptoren über einen 
Clathrin/Dynamin-, Caveolin- oder Pincher-vermittelten Mechanismus eingeleitet wird. Viele der 
Untersuchungen des retrograden Transports wurden mit TrkA durchgeführt, aber auch für TrkB konnte 
BDNF-induzierte Internalisierung und retrograder Transport gezeigt werden (Watson et al., 1999). In 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein retrograder Transport des phosphorylierten Rezeptors 
zum Nucleus nach Stimulation mit BDNF an den Neuriten eine Phosphorylierung von CREB und 
darauffolgend einen Anstieg der c-Fos-Expression bewirkt. Bedenkt man die durch Colokalisation mit 
Dynamin und Synaptophysin mögliche Rolle von Sept3 in der Vesikelprozessierung, kann man auf 
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einen Einfluß von Sept3 auf die Internalisierung und den retrograden Transport von TrkB spekulieren. 
Kürzlich veröffentlichte Daten belegen, dass Hemmung der Internalisierung von TrkB durch Dynamin- 
oder Clathrininhibitoren in primären Neuronenkulturen zu einer Verminderung des Akt- aber nicht des 
Erk-Signalweges führt (Zheng et al., 2008). 
Interaktion von Sept3 mit anderen neuronal exprimierten Septinen wie Sept5 und Sept7 konnte in 
Immunopräzipitationsexperimenten und in Immunfluoreszenzstudien in kultivierten 
Hippocampusneuronen gezeigt werden (Fujishima et al., 2007). Diese Interaktionen erfolgen über die 
mittlere, GTP-bindende Domäne. Hier wurde auch bestätigt, dass Sept3 mit seiner polybasischen 
Region an Phoshospholipide bindet und dass der P-Loop der Gunaosin-Bindungsdomäne essentiell 
für die Bildung von Sept3-Oligomerisierung in HEK-293 Zellen ist. In dieser kürzlich veröffentlichten 
Arbeit wurde auch eine Sept3-knockout-Maus generiert und untersucht. Es zeigten sich in diesen 
Mäusen allerdings keine Veränderungen der Gehirnentwicklung und auch die Lokalisation von 
Synaptophysin in aus knockout-Mäusen kultivierten Neuronen war normal. Die Tiere waren außerdem 
lebensfähig, fertil und zeigten keine offensichtlichen Verhaltensstörungen. Ob die Tiere ein 
verändertes Körpergewicht haben oder Veränderungen im Lernverhalten oder des Gedächtnisses 
aufwiesen, wurde allerdings nicht beschrieben. Hier wäre es interessant, die Nahrungsufnahme der 
Sept3-Knockoutmäuse unter verschiedenen Fütterungsbedingungen zu untersuchen. 
Es konnte in einem proteomischen Ansatz gezeigt werden, dass Sept3 bzw G-Septin während des 
Metöstrus des Menstruationszyklus höher exprimiert sind als in den übrigen Phasen (Diao et al., 
2007a). In einem Vergleich der hippocampal exprimierten Proteine während des frühen und des 
späten Metöstrus wurde Sept3 als eines der im späten Metöstrus höher exprimierten Proteine 
identifiziert (Diao et al., 2007b). Es ist bekannt, daß kognitive Fähigkeiten östrogen- und 
progesteronabhängig sind (Freeman et al., 1992). Auch konnte eine Östrogenabhängigkeit der 
hippocampalen synaptischen Plastizität (Woolley et al., 1998) und der Langzeitdepression bzw. 
Langzeitpotenzierung von hippocampalen Neuronen (Good et al., 1999) gezeigt werden. Da auch 
TrkB und BDNF bei diesen hippocampalen Prozessen eine Rolle spielen, könnte für Sept3 eine Rolle 
als Modulator von TrkB in Betracht gezogen werden. 
Weitere Experimente sind erforderlich, um eine Modulation von Sept3 auf die TrkB-Signaltransduktion 
zu zeigen. Ob Sept3 oder dessen Modulation des TrkB-Signalweges im Hypothalamus eine Rolle 
spielt, muss erst noch weiter untersucht werden. 
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6. Zusammenfassung 
Inaktivierende Mutationen im MC4R sind die häufigste monogenetische Ursache für frühmanifeste 
Adipositas. Der MC4R ist im Hypothalamus exprimiert und reguliert dort die Nahrungsaufnahme. In 
dieser Arbeit wurde zunächst der Konservierungsgrad der einzelnen Aminosäuren des MC4R aus den 
Aminosäuresequenzen der MC4R von 70 Vertebraten bestimmt. Die funktionelle Charakterisierung 
ausgewählter orthologer MC4R ergab nur geringe pharmakologische Unterschiede, daher ist davon 
auszugehen, dass die konservierten Aminosäuren besonders wichtig, gering konservierte weniger 
wichtig für die Rezeptorfunktion sind. Ein Vergleich mit in der Literatur beschriebenen humanen 
Punktmutationen ergab, dass funktionell relevante Mutationen häufiger an konservierten Positionen 
lagen, wohingegen Mutationen ohne funktionellen Effekt eher an Positionen mit geringem 
Konservierungsgrad gefunden wurden. Es konnte dadurch eine in der Literatur beschriebene Mutation 
(V95I) identifiziert und reevaluiert werden. Die bestimmten Konservierungsgrade wurden zur 
Diskussion weiterer in dieser Arbeit untersuchter Mutationen verwendet und stellen ein nützliches 
Werkzeug zur Auswertung von in Zukunft gefundenen neuen MC4R-Mutationen dar. 
 
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass pharmakologische in vitro-Daten mit den 
Gewichtsverläufen der punktmutationstragenden Tiere übereinstimmen. Die Adipositas der Mäuse mit 
einer MC4R-Punktmutation, die einen partiellen Funktionsverlust bewirkt (I194F), verlief milder als die 
der Mäuse mit einer vollständigen Funktionsverlustmutation (Y302C). Diese Mausmodelle sind besser 
mit den meist heterozygote Punktmutationen tragenden Patienten vergleichbar als herkömmliche 
knockout-Modelle. 
 
Von Kooperationspartnern wurden in einem Normalpopulationskollektiv neue MC4R-Mutationen 
identifiziert. Diese neuen Mutationen wurden funktionell charakterisiert. Bis auf die in einem 
normalgewichtigen Probanden gefundene konstitutiv aktive H158R-Mutation war keine Mutation 
funktionell relevant. Daher ist zu vermuten, dass MC4R-Mutationen in der Erwachsenenpopulation 
eine geringere Rolle spielen als in Kollektiven von frühmanifest adipösen Kindern und Jugendlichen. 
Mit der H158R-Mutation wurde erstmals eine daueraktive, in der zweiten intrazellulären Schleife 
liegende Mutation gefunden. Das zu 100% konservierte Histidin ist essentiell, den MC4R im inaktiven 
Zustand zu halten. Es wurde außerdem untersucht, warum sich ein daueraktiver MC4R so wenig auf 
das Körpergewicht auswirkt. Untersuchungen mit dem endogenen inversen Agonisten AgRP ergaben, 
dass die Basalaktivität mit AgRP abgesenkt werden konnte. Im Gegensatz zum WT-MC4R konnte der 
agonistische Effekt von α-MSH nicht durch AgRP kompetitiert werden. 
 
Zwei neue, in extrem adipösen Kindern gefundene MC4R-Mutationen betrafen Serine in der am 
stärksten konservierten Transmembrandomäne 3. Für beide Mutationen konnte ein kompletter 
Funktionsverlust gezeigt werden. Die S139R-Muatnte wurde nur schwach an der Zelloberfläche 
exprimiert, und konnte daher auch nicht signalisieren. Die S136F-Mutante hingegen gelangte wie der 
WT an die Zelloberfläche, zeigte eine unveränderte Ligandenaffinität, konnte aber keine cAMP-
Bildung induzieren. Diese Charakteristika wurden bereits bei der MC4R-Mutation D90N beobachtet, 
für die ein dominant-negativer Effekt gezeigt werden konnte. Auch für die S136F-Mutation konnte eine 
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Dimerisierung mit dem WT und ein dominant-negativer Effekt gezeigt werden. In einem 
computerbasierten Strukturmodell des MC4R konnte gezeigt werden, dass die beiden Aminosäuren 
S136 und D90 über ein Wasserstoffbrückennetzwerk miteinander verbunden sind.  
 
Die Rolle von Polymorphismen des humanen MC3R in der Adipositas ist umstritten. In dieser Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass die Translation des MC3R erst ab einem weiter 3’ liegenden zweiten 
ATG initiiert wird. Einer der beiden Polymorphismen (T6K) liegt somit außerhalb der proteinogenen 
Sequenz. Weitere Untersuchungen ergaben, dass der Polymorphismus keinen Einfluss auf die Stelle 
und Effektivität der Translationsinitiation hat. 
 
Ein im Signalweg der hypothalamischen Appetitregulation downstream des MC4R gelegener Rezeptor 
ist der Neurotrophinrezeptor TrkB. In einem Yeast-2-Hybrid-Screen und darauf folgenden GST-
Pulldown-Assays konnte die Interaktion des perimembranären GTP-bindenden und neuronal 
exprimierten Proteins Sept3 mit der juxtamembrandomäne von TrkB gezeigt werden. Die Interaktion 
geschieht in vitro unabhängig von der Phosphorylierung der in der Juxtamembrandomäne gelegenen 
Shc-Bindungsstelle. In der Literatur beschriebene subzelluläre präsynaptische Kolokalisation von 
Sept3 und Dynamin lassen eine Rolle von Sept3 in Endoztose und Internalisierung von TrkB 
vermuten. Ob das wirklich der Fall ist und inwiefern diese Prozesse in der hypothalamischen 
Appetitregulation eine Rolle spielen, muss in zukünftigen Experimenten untersucht werden. 
 
Die vorliegende Arbeit hat einen Beitrag zum Verständnis verschiedener molekularer Mechanismen 
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8. Anhang 
Tabelle A1: Natürlich vorkommende Mutationen des humanen MC4R. In der ersten Spalte ist 
die Position und die WT-Aminosäure angegeben, in der zweiten Spalte die Aminosäuren der 
entsprechenden Mutationen und in der zweiten Spalte die in > 70 Orthologen gefundenen Variationen. 
In der letzten Spalte ist das Ergebnis der funktionellen Charakterisierung angegeben (WT=kein 
Funktionsverlust, wie WT; Partiell=partieller Funktionsverlust und Vollst.=vollständiger 
Funktionsverlust) und die Literaturquelle, in der die Charakterisierung durchgeführt wurde. Wurde die 
Mutation zwar gefunden aber nicht charakterisiert, ist das mit einem ? angegeben und die 
Litaraturangabe bezieht sich auf die Identifizierung der Mutation. 
Position Mutation zu Orthologe Varianten Funktion 
    
Arg7 His, Cys His, Leu, Pro, Ser WT (Biebermann, unpubliziert) ?(Lubrano-Barthellier et al, 2003) 
Thr11 Ser, Ala Ala, Pro Leu, His, Gln, Glu, Ser WT (Tao und Segaloff, 2005; Xiang et al., 2006) 
Arg18 Cys, His, Leu His, Leu, Gln, Ala WT (Xiang et al., 2006) 
Ser30 Phe Pro, Thr, Ala, Glu, Gly WT (Xiang et al., 2006, 10,Hinney et al., 2003) 
Ser36 Tyr Pro, Leu, Gly, Ala, Phe, His ? (Larsen et al., 2005) 
Asp37 Val Glu, Ser, Ala, Thr WT (Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Pro48 Ser Thr WT (Tao und Segaloff, 2003) 
Val50 Met  WT (Tao und Segaloff, 2003) 
Phe51 Leu Cys WT (Tao und Segaloff, 2005) 
Ser58 Cys  Partiell (Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Asn62 Ser  Partiell (Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Ala70 Thr Ser, Val, Ile WT (Biebermann, unpubliziert) 
Pro78 Leu  Partiell (Hinney et al., 2003), Vollst. ( Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Asp90 Asn  Vollst. (Biebermann et al., 2003) 
Ser94 Arg Arg Vollst. (Hinney et al., 2003) 
Val95 Ile Ile Vollst. (Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003) 
Asn97 Asp Ile Vollst. (Xiang et al., 2006; Yeo et al., 2003) 
Gly98 Arg Ala Vollst. (Tao und Segaloff, 2003) 
Ile102 Ser, Thr Val Partiell (Tao und Segaloff, 2005, Xiang et al. 2006) 
Val103 Ile Ala, Phe WT (Vaisse et al., 2000, Xiang et al., 2006, Gu et al., 
1999)
Leu106 Pro Met Vollst. (Xiang et al., 2006, Yeo et al., 2003) 
Thr112 Met, Lys Lys, Leu, Ser, Gly 
WT ( Biebermann, unpubliziert, Tao und Segaloff, 2005, 
Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003, Gu et al., 1999, 
Valli-Jaakola et al., 2004) 
Ile121 Thr Met, Val Partiell ( Hinney et al., 2003) 
Ile125 Lys Phe, Leu Vollst. ( Xiang et al., 2006, Yeo et al., 2003) 
Ser127 Leu  Konst ( Hinney et al., 2003), Partiell ( Xiang et al., 2006, Valli-Jaakola et al., 2004) 
Ile137 Thr  Partiell ( Xiang et al., 2006, Gu et al., 1999) 
Thr150 Ile Leu Partiell ( Vaisse et al., 2000, Xiang et al., 2006) 
Ala154 Asp  WT ( Tao und Segaloff, 2005) 
Gln156 Pro, Arg Arg, Asp WT (Biebermann, unpubliziert) 
Tyr157 Ser  Partiell ( Tao und Segaloff, 2003) 
Arg165 Trp, Gln  Partiell ( Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003, Yeo et 
al., 2003)
Ile169 Ser Val, Thr, Met WT ( Xiang et al., 2006) 
Ile170 Val Leu, Thr WT ( Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Trp174 Cys  ? (Buno et al., 2005) 
Ala175 Thr Thr, Ser WT ( Xiang et al., 2006), Partiell (Yeo et al., 2003) 
Thr178 Met Met, Val, Ser, Ile WT ( Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003) 
Gly181 Asp  Vollst. ( Hinney et al., 2003) 
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Met200 Val Val, Thr, Ile WT ( Tao und Segaloff, 2005) 
Phe202 Leu Leu ? (Jacobson et al., 2002) 
Ala219 Val  Partiell ( Larsen et al., 2005) 
Ile226 Thr  WT (Valli-Jaakola et al., 2004) 
Pro230 Leu  WT ( Xiang et al., 2006), Const ( Hinney et al., 2003) 
Gly231 Ser  ? (Ma et al., 2004) 
Arg236 Cys His, Trp ? (Lubrano-Barthellier et al, 2003) 
Asn240 Ser Ser (platypus, tuna, red perch) Partiell ( Tao und Segaloff, 2005) 
Ala244 Glu  Partiell ( Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003) 
Leu250 Gln  Const ( Vaisse et al., 2000, Xiang et al., 2006) 
Ile251 Leu Leu WT (Vaisse et al., 2000, Xiang et al., 2006, Hinney et al., 2003) 
Gly252 Ser  WT ( Hinney et al., 2003), Partiell (Xiang et al., 2006) 
Val253 Ile Ile (tuna, red perch) WT ( Xiang et al., 2006), Partiell (Yeo et al., 2003) 
Ile269 Asn Val ? (Lubrano-Barthellier et al, 2003) 
Cys271 Tyr, Arg  Vollst. (Yeo et al., 2003) Partiell ( Xiang et al., 2006, Tao 
und Segaloff, 2003, Tarnow et al., 2003)
Asn274 Ser  WT ( Xiang et al., 2006, Tao und Segaloff, 2003) 
Ser295 Pro Ala WT ( Tao und Segaloff, 2005) 
Pro299 Ser, His  Vollst. ( Xiang et al., 2006) 
Ile301 Thr  Partiell (Vaisse et al., 2000, Xiang et al., 2006) 
Glu308 Lys  Partiell (Santini et al., 2004) 
Ile316 Ser Met Partiell ( Xiang et al., 2006, Yeo et al., 2003, VanLeeuwen et al., 2003) 
Ile317 Thr Phe, Cys, Val, Met WT ( Xiang et al., 2006), Partiell (VanLeeuwen et al., 2003) 
Leu325 Phe Ile Vollst. (Larsen et al., 2005) 
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Abbildung A1: Aminosäurealignment orthologer MC4R. Mit dem humanen MC4R (erste Zeile) 
identische Aminosäuren sind als Punkte dargestellt, fehlende als Striche. Vom der Sequenz des 
hMC4R abweichende Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben Code dargestellt. 
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Fortsetzung Abb. A1  
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Fortsetzung Abb. A1 
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Tabelle A2: Bezeichnung und Herkunft der für das Alignment der Orthologen MC4R 
verwendeten Sequenzen bzw. DNA-Materials 
Name Spezies Quelle 
Mammalia Primaten     
Weissbüschelaffe Callithrix jacchus 
Dr T. Haaf, MPI molekulare Genetik Berlin, 
Deutschland 
Schimpanse Pan troglodytes NCBI accession: XM_523945.2 
Rhesusaffe Macaca mulatta NCBI accession: XM_001088600.1 
Javaneraffe Macaca fascicularis NCBI accession: AB083317.1 
Orangutan Pongo pygmaeus Dr M. Rocchi, University of Bari, Italy 
Katta Lemur catta 
Dr J. Rhyne, University of Maryland, 
Baltimore, USA 
Totenkopfäffchen Saimiri sciureus Dr W. Enard, MPI, Leipzig, Deutschland 
Grüne Meerkatze Cercopithecus aethiops ATCC – cell collection 
Mensch Homo sapiens NCBI accession: NM_005912.2 
Mammalia Rodentia     
Algerische Hausmaus Mus spretus NCBI accession: AY684821.1 
Hausmaus Mus musculus NCBI accession: NM_016977.2 
Wanderratte Rattus norvegicus NCBI accession: NM_013099.2 
Namaqua Buschratte Aethomys namaquensis 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Fettschwanz Rennmaus Pachyuromys duprasi 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Fette Sandratte Psammomys obesus 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Meerschwein Cavia porcellus 
Dipl. Biol. M. Buske, Umweltbundesamt, 
Berlin, Deutschland 
Goldhamster Mesocricetus auratus 
Dipl. Biol. M. Buske, Umweltbundesamt, 
Berlin, Deutschland 
Ägyptische Stachelmaus Acomys cahirinus 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Mammalia Macrosceliddea     
Rüsselspringer Macroscelides proboscideus
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Mammalia Cetartiodactyla      
Minkwal Balaenoptera acutorostrata Dr P. J. Palsboll, University of Wales, U.K. 
Rind Bos taurus NCBI accession: AF265221.1 
Hausschwein Sus scrofa domestica NCBI accession: AB021664.1 
Schaf Ovis aries NCBI accession: AF345913 
Zwergflusspferd Hexaprotodon liberiensis Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Breitmaulnashorn  Ceratotherium simum Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Carnivora     
Katze Felis catus 
NCBI Felis catus-trace archive: 
gnl|ti|845355683 u.a. 
Hund Canis familiaris NCBI accession: DQ084210.2 
Fischotter Lutra lutra Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Baikalrobbe Phoca sibirica Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Kalifornischer Seelöwe Zalophus californianus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Braunbär Ursus arctos Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Malaienbär Helarctos malayanus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Eisbär Ursus maritimus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Schwarzbär Ursus americanus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Nasenbär Nasua nasua  Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Kragenbär Ursus thibetanus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
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Brillenbär Tremarctos ornatus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Panda Ailuropoda melanoleuca Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Marderhund Nyctereutes procyonoides NCBI accession: DQ022187.1 
Rotfuchs Vulpes vulpes NCBI accession: DQ663625.1 
Löwe Panthera leo Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Sirenia     
Seekuh Trichechus manatus  Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Proboscidea     
Asiatischer Elefant Elephas maximus NCBI accession: DQ648863.1 
Afrikanischer Elefant Loxodonta africana  Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Afrosoricida   
kl. Igeltenrek Echinops telfairi 
NCBI Echinops telfairi-trace archive: 
gnl|ti|663784197 u.a. 
Mammalia Eulipotyphla   
Igel Erinaceus europaeus 
NCBI Erinaceus europaeus-trace archive: 
gnl|ti|919502043 u.a. 
Rotzahnspitzmaus Sorex araneus 
NCBI Sorex araneus-trace archive: 
gnl|ti|898446963 u.a. 
Mammalia Chiroptera     
Glattnasenfledermaus Rhogeessa io Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mausohrfledermaus Myotis albescens Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mausohrfledermaus Myotis lucifugus 
NCBI Myotis lucifugs-trace archive: 
gnl|ti|977466579 u.a. 
Mammalia Scandentia     
Spitzhörnchen Tupaia belangeri 
NCBI Tupaia belangeri-trace archive: 
gnl|ti|1021565283 u.a. 
Mammalia Folivora     
Faultier Choloepus didactylus Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Procaviidae 
Klippschliefer Procavia capensis Dr C. Pitra, IZW, Berlin, Deutschland 
Mammalia Dasypodidae 
Neunbinden-Gürteltier Dasypus novemcinctus 
NCBI Dasypus novem.-trace archive: 
gnl|ti|605452691 
Mammalia Didelphimorphia 
Spitzmaus-Beutelratte Monodelphis domestica ATCC – cell collection 
Mammalia Monotremata 
Schnabeltier Ornithorhynchus anatinus 
NCBI Ornith. anatinus-trace archive: 
gnl|ti|740588964 u.a. 
Aves 
Huhn Gallus gallus NCBI accession: NM_001031514.1 
Gans Anser anser  NCBI accession: DQ482582.1 
Amphibia 
Krallenfrosch Xenopus tropicalis 
UCSC Genome Browser Database X trop. 
scaffold_95:306057-306954 
Pisces 
Stichling Gasterosteus aculeatus 
NCBI Gasterosteus aculeatus-trace 
archive: gnl|ti|864777216 
Zebrabärbling Dario rerio NCBI accession: AY161850.1 
Heilbutt Hippoglossus hippoglossus 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
Kugelfisch Takifugu rubripes NCBI accession: AY227794.1 
Grüner Kugelfisch Tetraodon nigroviridis NCBI accession: AY332240.1 
Goldfisch Carassius auratus NCBI accession: AJ534337.1 
Forelle Oncorhynchus mykiss NCBI accession: AY534915.1 
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Dornhai Squalus acanthias NCBI accession: AY169401.1 
Kugelfisch Takifugu chinensis NCBI accession: AB073675.1 
Kugelfisch Takifugu poecilonotus NCBI accession: AB073678.1 
Kugelfisch Cyprinus carpio 
Dipl. Biol. C. Kern, Zoo Leipzig, 
Deutschland 
 








Abbildung A2: Vektorkarten der Plasmide pcDNA3, pcDps-MC4R, pACT4-1b, pBTM117c, 
pECFP-C1, pEYFP-N1 und pGEX-6P-2 
 




















Abbildung A3: Stammbaum der Familie der S136F-Mutationsträgerin. Alle Mutationsträger sind 
adipös (I2: väterliche Großmutter: BMI 41,7 kg/m2, >99. Perzentile, II1: Vater: BMI 30,7 kg/m2, 96. 
Perzentile, III1 ältere Schwester: BMI 33,4 kg/m2, >99. Perzentile und II2: älterer Bruder: BMI 25,6 
kg/m2, 94. Perzentile. Der Vater (95 kg, 1,76 m) berichtete von einem maximalen Gewicht von 112 kg, 
der Bruder (81 kg, 1,74 m) von einem Gewicht von 115 kg im Alter von 14 Jahren. Die ältere 
Schwester (100 kg, 1,73 m) wog im Alter von 17 Jahren 120 kg. Für alle Mutationsträger wurde eine 
übermäßige Gewichtszunahme im erste Lebensjahr berichtet. Die Indexpatientin wog 30,3 kg (>99. 
Perzentile), und war 95,5 cm groß (>97. Perzentile). Ihr Geburtsgewicht betrug 4190 g und die 
Gewichtszunahme begann im zweiten Lebensmonat. 
 























































Abbildung A4: Stammbaum der Familie mit der compound-heterozygoten S127L/S139R-MC4R-Mutation. Alle MC4R-Mutationsträger sind massiv adipös. 
Die Gewichtszunahme der Patientin mit der Doppelmutation (III.1: 71 kg und 1,44m, BMI>99. Perzentile) sowie die der heterozygoten Mutationstträger 
(Schwester, III.2: 143,2 kg und 1,51m, BMI>99 Perzentile; Halbschwester III.3: 99 kg, 1,60 m, Mutter, II.3: 135,7 kg, 1,53 m), begann mit 2 Jahren. 
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Tabelle A2 Liste der verwendeten Oligonukleotide. Die vier Basen sind im Ein-Buchstaben-
Code A,G,C,T angegeben. In den degenerierten Primern bedeutet S=G/C, Y=C/T, R=A/G, W=A/T, 
M=A/C, K=G/T, I=Inosin, B=C/G/T, D=A/G/T, V=A/C/G und N=A/C/G/T  









Klonierung orthologer MC4R 
OLIGO.28 (reamp-Bsu36i) GCAACTTTTTGTCTCTCCTGAGGTGT 
OLIGO.29 GCAACTTTTTGTCTCTCCTGAGGTCT 


















































Klonierung von TrkB/TrkA-Fragmenten in pcDNA3 
TrkB-18-NHA-AatII-F TACGACGTCCCCGACTACGCCTCCAAGTTTGGCATGAAAG 
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9. Abkürzungen 
ACTH adrenocorticotrophes Hormon MC2R Melanocortin-2-Rezeptor 
AgRP Agouti-Related Protein MC3R Melanocortin-3-Rezeptor 
ARC Nucleus arcuatus MC4R Melanocortin-4-Rezeptor 
β2-AR β-adrenerger Rezeptor Typ 2 MC5R Melanocortin-5-Rezeptor 
BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor MSH Melanozytenstimulierendes Hormon 
bp Basenpaare MCT8 Monocarbyxylattransporter 8 
β-LPH β-Lipotrophin MTII Melanotan II 
Bmax Maximale Bindung N-AT N-Acetyltransferase 
BMI Body Mass Index NDP-α-
MSH 
[Nle4-DPhe7]-α-MSH 
BSA Bovines Serum Albumin NGF Nerve Growth Factor 
cAMP zyklischen Adenosinmonophosphat NPY Neuropeptid Y 
CHO Chinese Hamser Ovary 
Epithelzellen aus Hamsterovarien 
OB-R Leptinrezeptor 





COS-7 CV1 Origin SV40 
Fibroblastenzellen der Niere von 
Ceropithecus aethiops 
PC1/2 Prohormonconvertase 1 bzw 2 
CPE Carboxypeptidase E PC12 Phäochromocytomzelllinie der Ratte
cpm counts per minute PCR Polymerase Kettenreaktion 
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium PI3K Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase 
DNA Desoxyribonukleinsäure PKB Protein Kinase B = Akt 
EC50 mittlere effektive Konzentration POMC Proopiomelanocortin 
ecl extrazelluläre Schleife PVN nucleus paraventricularis 
Emax Maximalstimulation RNA Ribonukleinsäure 
ERK exttracellular-signal related kinase = 
MAPK 
RPMI Medium, entwickelt am Roswell 
Park Memorial Institute 
FKS Fetales Kälberserum RQ Respiratorischer  Quotient 




GH Wachstumshormon Shc Src homology 2 domain containing 
GHSR Growth Hormone Secretagouge 
Receptor 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor STAT3 Signal Transducer and Activator of 
Transcription 
GST Glutathion-S-Transferase TM Transmembrandomäne 
HA Hämagglutinin TMH Transmembranhelix 
IBMX 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin TRH Thyreotropin Releasing Hormon 
HS Pferdeserum TrkA Tropomyosin Related Kinase A 
IC50 mittlere inhibitorische Konzentration TrkB Tropomyosin Related Kinase B 
icl intrazelluläre Schleife VMH ventromedialer Hypothalamus 
IR Insulinrezeptor UTR Untranslatierte Region 
LHA laterales hypothalamisches Areal WT Wildtyp 
kD Kilodalton Y2H Yeast-Two-Hybrid 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase = 
ERK 
YFP Yellow Fluorescent Protein 
MC1R Melanocortin-1-Rezeptor   
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Abkürzungen der Aminosäuren 
Einbuchstabencode Dreibuchstabencode Aminosäure 
A Ala Alanin 
C Cys Cystein 
D Asp Asparaginsäure 
E Glu Glutaminsäure 
F Phe Phenylalanin 
G Gly Glycin 
H His Histidin 
I Ile Isoleucin 
K Lys Lysin 
L Leu Leucin 
M Met Methionin 
N Asn Asparagin 
P Pro Prolin 
Q Gln Glutamin 
R Arg Arginin 
S Ser Serin 
T Thr Threonin 
V Val Valin 
W Trp Tryptophan 
Y Tyr Tyrosin 
/ Nle Norleucin 
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